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  4. 국문 요약문

코드번호 D-01

연구의

목적 및 내용

○ 기 확보 한국형 신종 유용균주의 상업화를 위한 기술개발

- 선행연구를 통해 개발된 균주의 기능 특성화

- 이차대사산물 분해 및 합성 관련 활성 균주 개발

- 면역 활성 검정을 통한 면역력 강화 균주의 개발

○ 면역활성증진 기능성 식품개발

- 유산균을 활용한 면역활성 프로바이오틱 소재 개발

- 혼합배양을 활용한 면역력 증진 기능성 소재 개발

- 기능성 소재의 표준화를 위한 분석법 개발

○ 연구개발물질의 상용화를 위한 제형화 및 제품화

- 기능성 제품 등록을 위한 절차 및 관련제도 조사

- 원료, 가공공정 제품 표준화를 위한 프로세스 확립

- 최종 Prototype의 가공적성/안전성/안정성 실험

- 브랜드 naming, 마케팅 타겟 설정, 초기 런칭을 위한 홍보체계 구축

○ 총 사포닌 함량 증대 인삼/산삼배양근 배양기술을 개발함.

- 사포닌 증대 조직배양 표준화를 위한 프로세스 확립

- 최적 Growth curve에 따른 생산 표준화를 위한 프로세스 확립

○ 특수사포닌 및 그 전구체 대량 생산을 위한 균주 및 발효 기술을 개발

함.

- 진세노사이드 전환 프로세스 확립

- 진세노사이드 전환율에 따른 발효공정 표준화를 위한 프로세스 확립

○ 항산화/피로회복/면역 등의 다양한 기능성을 확인함.

- 기능성 관련 추출, 분리, 정제 기기분석, In vitro, In vivo 프로세스

확립

○ 상품화를 위한 목표 기술로써 시장 진입을 위한 제형 및 제품화 기술

을 개발함.

- 원료, 가공공정, 제품 표준화를 위한 프로세스 확립

- 최종 Prototype의 가공적성/안전성/안정성 실험

○ 유용균주와 식물 이차대사산물를 활용한 고기능 소재 및 제품 개발

- 미생물과 열처리를 통한 진센노사이드 Rg2 및 C-K의 대량생산

- 변환된 진센노사이드 Rg2 및 C-K에 의한 면역강화제품 개발

- 발효를 통한 국내약용소재로부터 특수 사포닌의 대량생산

- 발효 국내약용소재를 이용한 고부가가치 비누 및 향장품의 개발



○ 발효를 통한 기능성 화장품 소재 개발 및 제품화

- 전처리 공정, 선택적 추출, 조합 기술 발효기술을 활용한 기능성 개선

- 발효물의 profile 분석 및 발효생성물의 구조 동정

- 효능평가를 통한 기능성 타겟 물질의 선정

- 기능성 화장품 원료 개발 및 시생산

- 기능성 평가를 위한 임상 연구

○ 미생물발효를 통한 Ginsenoside C-K 고함유 기능성 제품개발

- 미생물 발효를 통한 인삼 고기능성 사포닌 개발

- 발효를 통한 Ginsenoside C-K 타겟 기능성 물질 생산

- 기준 규격 및 함량 시험

- 국내 농산물과 유용균주의 혼합을 통한 고기능성화

- 효능물질 발굴 연구를 통한 제품의 표준화

- 인삼 기능성 강화 제품 개발

연구개발성과

- 한국형 신규 토종 미생물의 분리 개발은 국외의 미생물 자원에 의존

하던 기존의 기술적 한계에서 벗어나 원천기술을 확보

- 미생물의 기능성 증진 및 표준화 연구

- 미생물 발효에 의한 유효성분 조절 기술은 기존의 특정 성분의 강화

와는 차별되는 기술로 타겟 효능에 대한 맞춤형 제품 개발의 원천기

술확보

- 유효성분의 선택적 추출 및 기호도 개선 기술은 현장에서 적용 가능

한 공정기술 개발

- 업적으로 다양한 분야에 적용이 가능한 균주 자체의 원천적 기술 및

특허의 확보

- 건강기능식품 및 화장품 적용 시험을 통한 고부가가치 소재개발

- 화장품 관련 임상시험을 통한 비고시 기능성 소재화 연구 수행

연구개발성과의

활용계획

(기대효과)

○ 고기능성 원료생산 기술 확보 및 원료의 표준화 가능

○ 효능 타겟형 인삼의 유효성분을 조절할 수 있는 원천 기술 확보

○ 참여기업을 통한 자체 상품화 및 해외시장 진출을 위한 홍보/마케팅

프로세스 구축가능

○ 개발기술의 참여기업 등을 통한 상업화로 기능성식품, 일반식품, 화

장품에 적용하여 시장 진출 모색함 

중심어

(5개 이내)
미생물 유산균 발효 이차대사산물 기능성물질



 5. 영문 요약문

〈 SUMMARY 〉
코드번호 D-02

Purpose&

Contents

- Identification of highly functional materials through securing separation of 

domestic native microorganism resources

   - Production of raw materials through the development of functional 

materials through microbial fermentation as a target technology for 

commercialization

  - Targeted active ingredient control technology, consumer-friendly 

preference improvement technology, development of formulation and 

commercialization technology for market entry

Results

○ Development of technology for the commercialization of new type of 

useful Korean strains

- Functional characterization of strains developed through previous studies

- Development of active metabolites related to degradation and synthesis of 

secondary metabolites

- Development of immunity-enhancing strains by immunoactivity assay

○ Development of immunogenic activity-enhancing functional food

- Developed immune-active probiotic material using lactic acid bacteria

- Development of immunity-enhancing functional material using mixed culture

- Development of analytical method for standardization of functional 

materials

○ Formulation and commercialization for the commercialization of research 

and development materials

- Procedures and related systems investigation for functional product 

registration

- Establishment of process for product standardization of raw materials and 

processing process

- Processing aptitude / safety / stability experiment of final prototype

- Establishment of marketing system for brand naming, marketing target 

setting, initial launch

○ Increase the total saponin content Developed ginseng / wild ginseng 

culture root culture technology.

   Establishment of a process for the standardization of tissue culture with 

increased saponin

   - Establishment of process for standardization of production according to 

optimum growth curve



○ Developed strains and fermentation technology for mass production of 

special saponins and their precursors.

   - Establishing Gin Senocide conversion process

   Establishment of process for standardization of fermentation process 

according to conversion rate of ginsenoside

○ Various functionalities such as antioxidant / fatigue recovery / immunity 

are confirmed.

   - Functional extraction, separation, purification device analysis, 

establishment of in vitro and in vivo process

○ Developing formulation and commercialization technology for market entry 

as target technology for commercialization.

   Establish processes for raw materials, processing processes, and product 

standardization

   - Processing aptitude / safety / stability experiment of final prototype

○ Development of high-performance materials and products utilizing useful 

strains and plant secondary metabolites

- Mass production of jinsenoside Rg2 and C-K through microorganism and 

heat treatment

- Development of Immunity Enhancement Products by Converted Jinsenoside 

Rg2 and C-K

- Mass production of special saponin from Hwangchulchu tree through 

fermentation

- Development of high value-added soaps and fragrance products using 

fermented yellowtail extract

○ Development and commercialization of functional cosmetic materials 

through fermentation

- Pre-processing, selective extraction, combination technology Improvement 

of function using fermentation technology

- Profile analysis of fermented products and identification of the structure of 

fermented products

- Selection of Functional Target Substance through Efficacy Assessment

- Development and production of functional cosmetic ingredients

- Clinical studies for functional evaluation

○ Development of Ginsenoside C-K highly functional product through 

microbial fermentation

- Development of ginseng high functional saponin through microbial 

fermentation

- Production of Ginsenoside C-K target functional substance through 



fermentation

- Reference standard and content test

- High-functioning by mixing domestic agricultural products and useful 

strains

- standardization of products by researching efficacy substances

- Developed ginseng functional strengthening product

Expected

Contribution

○ Securing high functional raw material production technology and 

standardization of raw materials

○ Source technology to control effective ingredients of efficacy target type 

ginseng

○ Promotion / marketing process can be built for self-commercialization and 

overseas market entry through participating companies

○ Commercialized through the participating companies of development 

technology, and applied to functional foods, general foods, cosmetics, etc.

Keywords microorganism
latic acid

bacteria
fermetation

Secondary 

metabolite

Functional 

material
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8. 뒷면지

 

주 의

 1. 이 보고서는 농림축산식품부에서 시행한  기술사업화지원사업의 연구보고서입니다.

 2. 이 보고서 내용을 발표하는 때에는 반드시 농림축산식품부에서 시행한 기술사업화지원의 

연구 결과임을 밝혀야 합니다.

 3. 국가과학기술 기밀유지에 필요한 내용은 대외적으로 발표 또는 공개하여서는 아니됩니다.



1. 연구개발과제의 개요

코드번호 D-03

제 1절. 연구개발의 목적

한국을 대표하며 종주국인 고려인삼의 산업을 활성화시켜 세계시장에서 그 우수성을 인정

받고자 고려인삼의 차별화 된 우수성을 증명하고 국제적인 경쟁력을 높이고자 한다. 최근

시장에서의 고려인삼은 다른 기능성 소재들과의 차별화에 실패하여 경쟁력이 크게 악화되고

있는 실정이다. 주로 수입에 의존하고 있는 기능성 소재에 대한 대응 방안으로서 본 연구팀이 가지

고 있는 한국 토종 미생물을 활용하여 다양한 제형의 소재를 개발하고 이를 제품화 함으로써 “기능

성 소재 개발의 국내 원천기술의 확보 및 제품화 통한 시장 경쟁력 강화”하고자 한다. 보다

과학적 증명 및 기전을 규명하여 고려인삼의 국제적 경쟁력 강화를 목표로 인삼산업 관련종

사자의 문제점을 해결하고 인삼산업 및 해외수출을 증진시키고자 한다.



제 2절. 연구의 필요성

가. 기능성 소재 시장의 확대 및 문제점

○ 건강에 대한 관심이 높아짐에 따라 각종 기능성을 가지는 소재들이 본격적으로 개발

되고 있다. 최근 미생물 소재 및 식물에서 유래된 다양한 이차대사산물 등 자연에 존

재하는 천연물질이 합성의약품의 부작용을 보완할 수 있는 대체제로서 가치가 높아지

고 있다. 경제적인 발전에 따른 삶의 질의 향상으로 전세계적으로 건강에 대한 관심이

폭발적으로 증가함에 따라 천연물에 대한 수요증가 웰빙컨셉과 더불어 전 세계적 트

랜드로 자리잡고 있다.

○ 과거 주로 천연물을 추출하여 기능성 식품 소재로 이용되어지던 이러한 물질들은 산

업의 융합 과학 기술의 발전에 따라 그 경계가 점차적으로 사라지고 있는 추세이다.

이러한 기능성 소재들은 식품으로서의 기능성 뿐 아니라 의약품 소재로의 기능성과

더불어 주름, 미백등 화장품 소재로서의 기능성도 가지는 물질이 다량 존재하여 최근

에 와서는 의약품 및 화장품시장에 적용되어 새로운 소재로 활용되고 있어 다양한 산

업에 직접적으로 활용될 수 있는 고부가가치 소재이다.

○ 하지만, 각종 기능성 강화를 위해 천연물질이 지속적으로 각광받는 이면에는 대다수

의 천연물질들이 성분 규격화가 이루어지지 않고 있어 안전하고 규격화된 제품개발이

어렵다는 단점을 가지고 있다. 따라서 이들에 대한 정확한 성분과 효능, 안정성, 부

작용 등이 과학적인 기준에 따라 밝혀 이들 성분을 명확히 해야 하며 산업화 및 표준

화를 위한 보다 체계적인 연구가 필요가 있다.

○ 더불어 국내 기능성 소재의 대부분이 수입에 의존함으로써 국내 산업 경쟁력의 저해

요인이 되고 있어 이를 극복해야 할 방안이 필요하다. 특히, 최근 주목 받는 발효 소

재의 경우 미생물은 물론 발효에 이용 될 농산물 까지도 수입 소재를 활용하여 국내

농가 소득에 악영향을 주고 있는 실정이다.

○ ’11년 인정된 기능성 소재 총 42건 중 국내개발 소재는 12건으로 국내개발 비중이

’08년 이후 증가하는 추세지만 아직까지 수입 소재의 30% 수준 미만으로 국내 소재를

활용하여 기능성 제품화 하는 것이 시급한 실정이다.



나. 미생물 소재 시장 현황 

○ 세계적인 경기 불황에도 불구하고 전세계 미생물관련 제품 시장은 매년 10% 이상의

고성장을 하고 있으며 미생물 제품의 세계적인 시장 규모는 2011년 1,560억 달러였으

며, 2016년에는 2,590억 달러를 초과하며 5년간의 연평균 성장률은 10.7%에 이를 전망

이다.

○ 국내 미생물 산업의 시장규모는 발효 식품시장이 약 4조 5천억 원을 넘는 규모. 또

한, 효소시장은 410억 원, 항생제 3,862억 원, 단백질 2,482억 원, 농업 미생물제제 시장

으로 100억 원의 시장을 형성하고 있어 매우 큰 시장을 형성 하고 있는 것을 알 수

있다.

○ 특히 발효에 주로 이용되는 유산균의 경우 과거 주로 낙농업에 이용되었던 소재에서

발전하여 기능성 물질로 주목받고 있는 상황이다.

○ 세계 유산균 시장은 연평균 12.6%의 성장세로 2014년 326억 달러에 육박할 것으로

예상되는 가운데, 원료용 유산균이 70%(230억 달러)를 차지할 것으로 전망된다. 또 미

국 유산균시장은 2009년에서 2014년까지 연평균 17%의 지속 성장할 것으로 관련업계

는 내다보고 있다. 이처럼 유산균 시장은 전세계적으로 지속적으로 성장하고 있으

며 우리나라도 연 1조원의 시장 규모로 성장하고 있는 추세이다. 최근에는 프로바이오

틱스가 천연 의약품 소재로 주목 받으면서 유산균 시장이 크게 확대되고 있다. 미국의

경우 치료약과 예방약의 개념으로 의약품으로 까지 개발을 하려 유도하고 있으며

FDA를 비롯한 관련 기관들은 약효식품 상품에 대한 규제를 완화하고 있다.

○ 그러나 우리나라의 경우 식품으로서의 유산균 이외에는 큰 성과를 이루지 못하고

있는 실정이다. 이는 우리나라의 유산균 연구가 대부분 유제품을 중심으로 이루어지고

산업화 되어 있기 때문일 것으로 사료된다. 전 세계적으로 유산균의 기능성에 주목

하여 합성 기능성 원료의 대체제로서 큰 각광을 받기 시작하였지만 아직까지도 우리

나라의 경우는 적절한 대응을 하지 못하고 있어 경쟁력을 갖추지 못하고 있는 상황이

다. 대부분의 원료를 수입에 의존하고 있어 국내 업체에서 기술적 주도권을 가지지 못

해 경쟁력을 갖추지 못하고 있다. 따라서 체계적인 연구 및 균주의 개발을 통한 관련

산업에 대한 경쟁력을 갖추어야 할 필요가 있다.

표 1. 국내 기능성 소재 생산 실적



다. 미생물을 활용한 기능성 물질의 개발

○ 미생물은 식, 음료 및 의약품, 화장품, 환경 소재에 까지 폭넓게 이용되고 있어 미래

산업의 중요한 성장 자원으로 인식되고 있다. 이 때문에 "미국 유럽 일본 등은 우수

미생물 확보“를 통해 앞으로 산업 발전에 집중 투자하고 있다. 특히, "생물자원에 대한

원천기술을 획득하기 위해서는 유용한 생물자원의 선점이 무엇보다 필수적"이며 미생

물 확보 자체가 국가경쟁력이 될 것이라는 전망도 나오고 있다.

○ 미생물은 주로 Probiotics, Prebiotics 등에 주로 사용 되어 왔다. Probiotics 시장의

경우 주로 유산균 및 비피더스 균주를 중심으로 한 유제품에 이용되고 있다. 국내에서

도 많은 유제품 관련 기업에서 유산균등의 이용이 활성화 되었으나 대부분 자체 균주

의 보유가 아닌 해외에서 개발되어진 균주를 활용하고 있는 실정이다.

○ Prebiotics 연구는 올리고당, 식이섬유, 락티톨 등을 개발하기 위한 방법으로 주로 사

용 되어 왔다. 아미노산의 경우 약 2조원에 해당하는 규모로 매년 성장하는 추세로 성

장 가능성이 매우 높은 분야 중 하나이지만 국내의 경우 원천 기술 확보에 다소 미흡

한 실정이다.

○ 본 연구팀에서는 사전연구를 통하여 한국형 유산균을 포함한 다양한 신종균주를 보

유 하고 있어 각종 기능성 제형 생산의 원천기술를 확보 하고 이를 상업적으로 이용

하고자 한다. 특히, 기존의 단순 미생물 활용에서 벗어나 생물전환 기술을 이용하여

고기능성 물질을 대량 생산하는 연구를 병행하여 미생물을 이용한 고부가가치 농산물

제품을 생산하고자한다.

○ 생물전환기술이란 생물전환, 생합성, 생촉매 등의 용어와 의미상 중복성을 가지며,

미생물이 갖고 있는 효소적 기능을 이용하여 전구물질로부터 원하는 산물을 제조하는

기술을 말한다. 따라서 생체기능을 세포 또는 효소단계에서 이용하는 생물전환기술은

유용물질 생산을 주요 목적으로 하여 현재의 생물공업을 구성하는 주요한 공정과정이

라 할 수 있다. 참고로 생물전환기술과 발효기술의 차이에 대해 간략하게 요약한다면,



생물전환 공정은 기존의 발효공정과 비교해 볼 때, 두 공정이 생물반응계를 이용한다

는 점에서 공통점을 갖지만, 발효공정이 상대적으로 간단한 원료물질(주로 균체성장에

필요한 영양성분)에서 출발하여 균체 내의 생명현상을 이용하여 생산물을 얻어내는

반면 생물전환 공정은 미생물 또는 효소의 기질에 대한 선택성을 이용, 전구물질을

도입하여 목적하는 화합물을 생산한다는 점에서 차이가 있다

표 2. 생물전환기술을 통한 천연물의 고부가가치화 

○ 본 연구에서는 국내의 미생물 및 자원을 활용한 고부가가치 소재의 개발 및 제품화

를 통해 우리나라의 산업 경쟁력을 보다 강화하여야 할 것으로 판단된다. 본 연구팀은

사전 연구를 통하여 다양한 종류의 한국형 미생물을 확보 하고 있으며 특히, 식물의 2

차 대사산물 전환에 관여하는 신종 유산균주를 보유하고 있어 국내 농산물과의 혼합

배양을 통해 보다 고기능성의 물질을 발굴하고 이를 직접적으로 산업화 시킬 수 있다.

이는 한국형 토종 미생물을 활용한 원천적 기술의 확보는 물론 국내 농산물을 병행하

여 활용함으로서 국내 농산품의 수요를 증진 시키고 결과적으로 국내 농가의 소득 확

대에 기여 할 수 있을 것으로 판단된다. 더불어 미생물 생물전환에 의한 다양한 건강

기능성식품 및 기능성 화장품 소재로의 개발을 통하여 기존에 존재하는 소재가 아닌

독창적인 기능성 소재의 생산이 가능해 국제적 경쟁력을 확보 할 수 있을 것을 기대

된다.

생물화학기술
화학합성기술

생물전환기술 발효기술
이용기술 생체 및 생물촉매 생체(생육) 촉매
반응 생화학반응 생명현상 화학반응

반응조건 상온상압 상온상압 고온고압
에너지이용 에너지절약형 에너지절약형 에너지소비형
특이성 높음 높음 낮음

생성물의 종류 천연,비천연물 천연물 비천연물
생성물의 농도 낮음(일부 높음) 낮음 높음

사용장치의 규모 소규모 대규모의 장치산업 대규모의 장치산업

환경오염문제 환경적합형
환경적합

/환경부적합형
환경부적합형



3절. 연구개발 범위.

[제 1세부: 한국형 토종 미생물을 통한 유효성분의 생산 기술 개발]

○연구개발의 목표

한국형 토종 미생물의 분리 및 발효를 통한 유효성분 생산기술 개발

○연구개발의 내용

- 최적미생물 배양방법의 확립 및 협동과제를 통한 probiotics 제품화

▪기능성 성분(원료)의 규격 기준의 설정

▪참여기업을 통한 probiotics 제품화

- 미생물과 농산물간의 혼합배양을 통한 고기능성 소재 개발 및 기능성 성분의 표준화

▪기능성 성분(원료)의 규격 기준의 설정

▪기능성 성분의 제조공정 검토 및 표준화

▪기능성 성분의 함량 및 품질의 표준화

-인삼 기능성 강화 제품 개발

▪미생물 발효를 통한 인삼(뿌리, 지상부) 고기능성 사포닌 개발

▪Ginsenoside C-K 타겟 기능성 물질 생산

▪미생물과 열처리에 의한 Ginsenoside Rk1 및 Rg5의 생산

▪기준 규격 및 함량 시험

▪연구 기술 개발 후 협동과제로 기술 이전을 통한 제품화

-산삼배양근을 활용한 면역강화 소재 제품 개발 

▪산삼배양근 발효 후 효능 표준물질의 profiling 분석

▪산삼배양근 발효 소재의 면역 기능성 검정

▪연구 기술 개발 후 협동과제로 기술 이전을 통한 제품화

-유산균을 이용한 기능성 화장품 소재 개발 

▪유산균 발효물에 대한 화장품 소재 기능성 평가 

▪항산화 능력 검정 및 미백 기능성 확인

▪임상 시험(협동과제-지에프씨)원료의 생산

▪연구 기술 개발 후 참여기업 기술 이전을 통한 제품화

-유산균을 이용한 황칠로부터 비누 및 향장품 소재 개발 

▪활칠의 엑기스로부터 유산균 처리한 특수소재 생산

▪발효된 황칠엑기스의 미백, 주름개선등에 대한 기능성 평가



▪연구 기술 개발 후 참여기업 기술 이전을 통한 제품화 

[제 2세부: 한국형 미생물을 활용한 Probiotic 고기능성 소재 개발 및 기능성 검정]

○연구개발의 목표

   - 한국형 미생물을 활용한 고기능성 Probiotic 고기능성 소재 제품 개발

   - Probiotic 및 prebiotics의 생산 및 in vitro 기능성 검정 

     - 한국형 미생물을 이용한 발효물의 면역조절 효능 및 골질환 응용가능성 탐색

   - 식물 추출물과 한국형 미생물의 혼합 발효를 통해 개발된 고기능성 소재를 

     이용한 제품 개발

○연구개발의 내용

-기능성 검정을 통한 특정 기능성분 탐색

     ▪면역세포에 대한 세포독성

     ▪면역관련 세포의 mytogen에 대한 반응성 조사

     ▪항원특이적 사이토카인 유도활성 

     ▪Flow cytometer를 이용한 면역세포 표면 항원 분석 

-제품개발을 위한 캐리어 개발

 ▪식물추출물 표준화 및 최적화

 ▪Scale-up을 통한 표준화 구축 

 ▪최종 Prototype 시제품 생산 

  

- 기능성 강화 probiotic 제품개발

 ▪probiotic 기능성 시장 동향 및 현황 조사

 ▪소비자 니즈 및 동향 분석 및 제형 기호도/선호도 조사

 ▪레시피 및 제품 최적화   

 ▪자사 또는 전문 OEM을 통한 최종 Prototype 및 시제품 생산 및 규격 최적화

- 기능성 강화 음료 제품개발

 ▪항산화/피로회복 기능성 시장 동향 및 현황 조사

 ▪소비자 니즈 및 동향 분석을 위한 캐리어 관련 소비자 기호도/선호도 조사

 ▪레시피 및 제품 최적화   

 ▪자사 또는 전문 OEM을 통한 최종 Prototype 및 시제품 생산 및 규격 최적화



[제 1협동: 산삼배양근 발효 음료 개발 - 샘표식품 ]

○연구개발의 목표

- 사포닌 함량이 증대된 인삼/산삼배양근 배양기술 표준화

 - 특수사포닌 및 그 전구체를 대량 생산할 수 있는 발효공정 표준화.

 - 항산화/피로회복/면역 관련 기능성 프로세스 확립

 - “백년동안” (B2C 상품 브랜드) 건강 브랜드 및 "Peprich" (B2B 상품 브랜드) 기능

성 

    브랜드를 이용한 제품 및 가공 적성이 뛰어난 기능성 제품 개발

○연구개발의 내용

  1. 사포닌 함량 증대 인삼/산삼배양근 배양기술 표준화

    ○ 사포닌 증대 조직배양 최적화

    ○ 최적 Growth curve에 따른 생산 표준화 

  2. 특수사포닌 및 그 전구체 대량 생산 발효공정 표준화

    ○ 특수사포닌 전환 균주 및 발효 최적화  

    ○ 진세노사이드 전환 프로세스 최적화

    ○ 진세노사이드 전환율에 따른 발효공정 표준화

  3. 항산화/피로회복/면역 관련 기능성 프로세스 확립

    ○ 기능성 관련 추출, 분리, 정제 기기분석, In vitro, In vivo 프로세스 구축

  4. “백년동안” 브랜드 (B2C), Peprich(B2B) 항산화/피로회복 제품 개발

    ○ 항산화/피로회복 기능성 시장 동향 및 현황 조사

    ○ 소비자 니즈 및 동향 분석을 위한 캐리어 관련 소비자 기호도/선호도 조사

    ○ 관능 평가에 따른 레시피 및 제품 최적화   

    ○ 자사 또는 전문 OEM을 통한 최종 Prototype 및 시제품 생산 및 규격 최적화  

[제 2협동: 한국형 미생물을 이용한 발효 홍삼제품개발 - 웅진식품]

○연구개발의 목표

-발효홍삼을 이용한 기호성 개선 공정개발 및 target 기능형 제품개발

○연구개발의 내용

 - 미국, 유럽시장에 발효홍삼제품의 출시 현황 파악 및 선호도 조사를 통한 컨셉 제품

개발 계획 수립

 ▪ 현재 판매중인 제품들의 소재, 용기, 관능, 기능성, 디자인 분석을 통한 target제품 개

발

 ▪ 분리된 미생물을 이용하여 발효를 통한 쓴맛 저감공정 개발 

 ▪ 추출공정 및 가공기술 개발을 통한 쓴맛 저감화 공정 개발



 ▪ 각 공정, 발효진행 정도, 관능별 시제품 개발

 ▪ Pilot test를 통한 생산 공정 개발 및 제품 기준규격 확립

 ▪ 제품 대량생산 안전성/안정성 검증 

 ▪ 현장 시생산 및 본생산을 통한 생산 공정 최적화

 ▪ 개발소재 원료를 이용한 다양한 컨셉의 제품 type 개발

 ▪ 미국, 유럽등지의 정서와 기호에 맞는 용기 개발 및 Brand naming 오디션을 통한 

    브랜드 개발

 ▪ 마케팅 전략수립 및 초기 런칭을 위한 홍보 체계 구축(on-off line 매체 활용)

[제 3협동: 한국형 미생물을 이용한 발효 식물추출물개발 - 한방바이오]

○연구개발의 목표

   - 식물 추출물과 한국형 미생물의 혼합 발효를 통해 개발된 고기능성 소재를 

     이용한 제품 개발

○연구개발의 내용

   - 1세부의 연구기술결과물 산업화

 ▪식물추출물 표준화 및 최적화

 ▪한국형 미생물 이용 발효공정의 확립

 ▪Scale-up을 통한 표준화 구축 

 ▪최종 Prototype 시제품 생산 

  

- 기능성 강화 음료 제품개발

 ▪항산화/피로회복 기능성 시장 동향 및 현황 조사

 ▪소비자 니즈 및 동향 분석을 위한 캐리어 관련 소비자 기호도/선호도 조사

 ▪레시피 및 제품 최적화   

 ▪자사 또는 전문 OEM을 통한 최종 Prototype 및 시제품 생산 및 규격 최적화

   - 품질검사를 위한 표준화된 분석법 확립

 ▪ 제품 및 제형별 품질검사 방안 확인 

[제 4협동: 한국형 미생물을 활용한 기능성 화장품 원료 및 제품개발 - GFC]

○연구개발의 목표

in vitro 및 임상 시험을 통한 미백기능 활성을 가지는 기능성 성분 표준 제조공정 개

발 및 화장품 원료 제품 개발 

○연구개발의 내용

 ▪ 한국형 신규 미생물 2종을 활용한 기능성 화장품 소재 탐색

 ▪ 기능 화장품 원료 소재 제조 표준 공정 확립



 ▪ 기능성 화장품 생리 활성 평가

 ▪ 1세부와 연계한 기능(지표)성분 규명 및 분리정제 통한 품질관리 분석법 확립 

- 1세부 과제와 연계한 한국형 토종 미생물을 이용한 기능성 화장료 개발

 ▪ 미생물 배양액을 활용한 기능성분 개발

 ▪ 식물 추출물 발효를 통한 기능성분 개발

 ▪ In vitro test를 활용한 기능성분의 검정

-화장품 소재 생리활성 평가

 ▪ 기능성 물질의 세포실험을 통한 기능성 활성 평가

 ▪ 세포독성 평가를 통한 소재의 안정성 검정

 ▪ 기능성 물질의 임상시험을 통한 기능성 활성 평가



2. 국내외 기술개발 현황

코드번호 D-04

가. 건강기능식품현황

○ 2010년도 건강기능식품 생산실적 현황을 분석한 결과,국내출하액과 수출액을 합친 국

내 생산실적이 10,671억원으로 2009년 9,598억원에 비해 11.2%가 증가하였다. 지난해

신종인플루엔자의 대유행으로 인하여 지난해 약 20% 가량의 성장을 한데에 비하면

낮은 수치이기는 하나, 2004년 건강기능식품에 관한 법률 공포 이후 건강기능식품의

생산실적이 집계된 이래 처음으로 1조원 시장에 진입하였다.

○ 이에 따라 국내생산실적과 수입실적을 합한 2010년 시장규모 역시 전년 대비 10.24%

의 성장을 함으로써 2007년 이후 꾸준한 성장을 지속하고 있는 것으로 나타났다.

<건강기능식품 생산 실적>

○ 또한 2010년 생산실적의 경우 상위 10개 품목이 전체실적의 93.2%를 차지하고 있으며

이중 홍삼제품이 5,817억원으로 전체 실적의 54.5%를 차지하여 6년 연속 1위를차지하

였다.또한 개별인정형 제품의 경우 2009년(800억원)에 비해 41% 가량 증가하여 빠른

성장세를 이어가고 있다

   ○ 고려인삼을 분류하면 수삼, 홍삼, 백삼으로 나누어 지는데, 수삼은 모든 인삼의 원료용

으로서 또는 그대로 유통되기도 하나 수삼 자체가 75%내외의 수분을 함유하고 있기

때문에 원형 그대로는 장기적 보존이나 유통이 어려워 오랜 역사를 거쳐 저장수단의

방법으로 일광건조법과 열처리 증숙건조법을 이용하여 왔다. 제조방법에 따라 백삼과

홍삼으로 구분하고 2차 가공되는 제품을 원료에 따라 백삼제품과 홍삼제품으로 다시

구분한다.



○ 국민들의 건강기능식품에 대한 관심증대와 고려인삼의 약리효능과 생리활성 성분에

대한 과학적 연구결과가 많이 발표되면서 음용이 편리한 다양한 인삼제품의 소비가

크게 증가하고 있다. 인삼수요의 동향을 보면 인삼의 수요는 계속 증가하고 있으며 1

인당 인삼소비량은 1998년 0,19kg에서 1999년 0.27kg으로 급증한 이후 2003년 0.30kg,

2004년 0.27kg, 2005년 0.28kg, 2006년 0.39kg, 2007년 0.41kg, 2008년 0.45kg 2009년

0.48kg으로서 꾸준히 소비하는 것으로 나타나고 있다.

 2) 국외 제품생산 및 시장 현황

○ 인삼류별로 살펴보면 2003년 기준으로 전체 수출액에서 홍삼류가 차지하는 비중은

50.2%로 가장 높고 백삼류 37.4%, 기타 12.4% 순이었으나 2006년에는 홍삼류가

62.0%로서 백삼류 33,4%를 능가하였으며 2009년에는 홍삼류가 68%로 증가폭이 큰

것으로 나타나고 있다. 2009년 단일 품목의 비중으로 보면 홍삼이 44.7백만 달러로 최

고 수준이고 백삼정 11.1백만 달러, 인삼음료 9.0백만 달러, 홍삼분 13.2백만 달러, 홍

삼정 12.3백만 달러, 홍삼조제품 6.9백만 달러, 백삼조제품 5.3백만 달러 순으로 나타났

다.

○ 인삼류의 수출지역별 실적을 보면 연도에 상관없이 동남아 지역이 84 ~ 87%를 차지

하고 있으며 2009년의 경우 동남아가 87%, 북미 8.6%, 유럽 2.2%, 중동 0.6%, 중남미

0.1%를 차지하고 있다. 2009년 수출국가는 총 78개국으로 2000년 63개국보다 15개국

이 증가된 것이다. 2009년의 수출국가별 인삼수출현황을 보면 일본이 34.4백만 달러

(31.7%), 홍콩이 27.9백만 달러(25.7%), 대만이 16.0백만 달러(14.7%)로서 전체의

72.1%를 차지하고 있어 수출지역이 너무 일부국가에 편중되어 있음을 알 수 있으며

수출국가의 다원화가 절실히 요구되고 있다.

○ 식품의약품안전청의 식품 및 식품첨가물 생산실적 통계자료에 따른 인삼 제품류의 연

도별 국내용과 수출용으로 구분한 출하액 추이를 보면 표11과 같다. 백삼류와 홍삼류

를 합산한 국내 출하액은 2001년 1,746억원 수준에서 2004년 2,575억원으로 증가하였

고 2007년에는 3,370억원으로 급증하였으며, 수출액은 2001년 3,286만달러에서 2004년

2,891만달러로 거의 반감하였고 2001년부터 급증하기 시작하여 2003년에는 4,014만달

러로 증가하였으나 2004년에는 2,890만달러로 급격히 감소하였고 2007년에는 1,790만

달러로 감소하는 추세에 있다.



나. 기술 분석

1) 특허분석 측면

   ○ 기존 특허는 인삼 사포닌의 전환에 대해 실험실 스케일에서의 단순한 방법적인 분야

에 치중되어 있으며 실제 그 효율 또한 높지 않으며 생성된 일부 물질에 대한 TLC 

및 HPLC를 통한 분석을 하는데 그치고 있다.  따라서 본 연구과제에서는 유용균주의 

선발을 통한 사포닌 전환시 이용되는 최적의 조건을 탐색하고 효소의 활성 증가를 위

한 elicitor 탐색을 통한 유용물질 생산의 최적화를 모색하며 이를 대량 생산하기 위

한 scale up을 하는 방향으로 연구를 추진하여 특허 출원을 할 계획이다. 

 2) 논문분석 측면

   ○  유산균의 경우 국내 외를 막론하고 신종의 균주를 찾기가 매우 어려운 상황이다. 이는 기존의 

미생물의 연구가 유산균을 중심으로 이루어져 비교적 다른 균주들에 비하여 많은 연구가 수행

되었기 때문으로 사료된다. 하지만 본 연구팀에서는 이미 2종의 유산균 신균을 개발하여 현재 

논문 및 특허를 보유하고 있고 신규 유산균주를 3종 이상 확보하고 있어 이를 활용한다면 충

분히 차별화된 논문을 게재 할 수 있을 것으로 판단된다.

 

   ○  기존 논문은 균주의 선발을 통한 인삼사포닌의 전환하는데 목적을 두고 있다. 실제 인

삼전환을 위해 토양미생물, 유산균등 다양한 균주를 이용하여 사포닌과 반응시켜 minor 

사포닌으로 전환하는 분야에 치중되어 있다. 더불어 대분의 연구가 다양한 ginsenoside

의 전환 및 생리활성을 확인하는 것이 아니라 PPD계열의 ginsenoside C-K의 생산에 

치우쳐 있어 다른 사포닌 성분에 대한 전환 연구는 미미한 수준으로 PPD계 뿐만 아니

라 PPT계열의 대사물질 분석을 통한 검정에 대한 연구를 추진하여 국제학술지에 게재

할 계획이다. 

○ 최근 발표된 논문은  단순히 많은 양의 균주를 키워 효소를 뽑아 단일 물질과 반응

시켜 극소량의 minor사포닌을 생산하기에 실제적으로 이는 산업화에 적합하지 않다. 따

라서 본 연구과제에서는 실제 인삼을 비롯한 다양한 식물 추출액 및 신규 유산균주를 

이용한 균주생장배지조성의 개발 및  반응 통하여 다양한  대량생산을 위한 연구를 수

행하여 국제 학술지에 게재할 계획이다. 

 3) 제품 및 시장분석 측면

  ○ 발효제품의 시장 현황 : 최근 식물 및 미생물의 주요성분을 상업적으로 이용하려는 시



도가 계속 되고 있다. 특히, 식물의 유용물질을 물리, 화학적, 미생물, 효소적인 방법

등을 통하여 고기능성 물질로  전환 하는 연구가 이루어지고 있다. 그러나 물리, 화학

적 방법의 부반응 및 환경오염등의 다양한 문제점이 대두됨에 따라 최근에는 미생물

을 이용한 발효연구에 관심이 급증되고 있는 실정이다.  이에 따라 다양한 기업에서 

발효 제품을 출시 하고 있으며 실제 CJ, 대상, 웅진 등의 대기업들이 발효홍삼 및 발

효 기능성 제품을 출시하고 있며 중견 기업들로 점차 확대되어 나가는 추세이다. 그

러나 기존의 제품은 기존의 균주를 활용하거나 상업적 효소를 이용함으로써 원천적 

기술을 확보하지 못하고 있으며 일부의 경우 해외의 균주를 수입하여 사용하고 있는 

실정이다. 따라서 본 연구에서 개발한 한국형 토종 유산균을 이용하여 원천적 기술을 

개발하고 이를 차별화요소로 활용한다면 충분한 경쟁력을 확보할 수 있을 것으로 사

료된다. 더불어 시중의 제품이 발효를 통한 물질에 대한 구체적인 명시가 되어 있지 

않는데 반하여 본 연구과제에서는 홍삼의 발효를 위한 사용 유용균주 및 발효방법의 

정확한 기준을 마련하고 HPLC 및 LC/MS 정성 및 정량 분석을 통한 신규 전환 물질

의 표준화를 이룩할 것이며 더불어 이들 성분이 증강된 기능성식품 및 천연물 신약개

발을 위한 소재개발에 크게 기여할 것으로 기대된다. 

다. 국내 인삼산업 현황 및 문제점

1) 국내 인삼 생산 현황

- 홍삼이 총 44.4%, 백삼이 4.1%, 태극삼이 0.4%의 비율로 생산되고 있으며 수삼으로

사용된 것이 51.0% 차지하고 있다. 그러나 수삼의 경우 거의 내수시장에 한정되어

있으며 수출은 거의 없는 상태이다. 대부분의 수삼 및 인삼 가공 제품(홍삼, 태극삼

등)이 내수 중심으로 판매 되고 있는 실정이다.

표. 국내인삼의 내수 수출현황



구 분 생산량
가공 및 제품형태 (톤)

전 체 내 수 수 출

홍 삼
11,596톤

(44.4%)

뿌리삼 가공 3,711 

(32.0%)
2,943 (79.3%) 768 (20.7%)

가공 제품류 7,885 

(68.0%)
7625(96.7%) 260(3.3%)

태극삼
104톤

(0.4%)
104 (100%) 72(68.1%) 34(31.9%)

백 삼 용
1,068톤 

(4.1%)

뿌리삼 가공 591(55.3%) 509(86.1%) 82(13.1%)

가공제품류 477 (44.7%) 394(82.6%) 83(17.4%)

수 삼 용
13,289톤

(51.0%)
뿌리삼 생산(100%)

13,289톤

(100%)
-

계

- -자료 : 농림수산식품부 인삼통계자료.

2) 인삼 수출 동향

- 우리나라의 인삼 수출은 1990년 164.9백만 불로 정점으로 더 이상 늘어나지 않고 오히

려 계속 하락하여 1999년에는 미화 8,400만 달러로 1990년의 50%수준까지 감소함.

- 2000년대 이후 점차 회복세를 보여 2013년 173백만 불로 전년 대비 16% 증가하였음

- 2012년 기준 홍삼류가 전체 수출의 70%를 차지하고 있으며, 홍삼류 중 원형삼이 62%

로 편중되어 있고, 홍삼정이 12%, 홍삼조제품이 20%로 아직까지도 원형삼 중심의 저

부가가치 중심의 수출 구조임

- 반면, 백삼을 비롯한 태극삼(전체 수출의 0.4%)은 20% 이하로 수출시장에서 경쟁력을

잃어버린 상태임

- 따라서 인삼 수출의 경쟁력을 확보하기 위해서는 원형삼 중심의 수출구조를 탈피하여,

다양한 형태의 고부가가치 제품 개발, 수출국 대상 현지 맞춤형 제품 개발, 홍삼 이외

의 제품 개발이 필요함



표. 인삼류의 연도별 수출액

품목
‘10 ‘11 ‘12

수량 금액 수량 금액 수량 금액

계 3,298 124,204 3,712 189,346 4,379 151,012

◦ 홍삼류 1,489 86,457 1,642 149,933 1,500 104,128

     - 홍  삼

     - 홍삼정

     - 홍삼분

     - 홍삼조제품

173

203

80

1,033

52,695

10,408

12,233

11,121

345

206

83

1,008

108,405

12,362

14,354

14,812

193

213

25

1,069

65,100

13,942

4,888

20,198

◦ 백삼류 517 26,418 374 26,117 396 28,252

     - 백  삼

     - 백삼정

     - 백삼분

     - 백삼조제품

68

50

94

305

9,514

9,337

1,961

5,605

50

56

26

242

8,480

9,110

2,182

6,345

57

41

15

283

10,913

8,167

1,692

7,480

- 지역별 수출실적을 보면 아시아, 북미, 중남미의 순으로 중국, 대만 일본 등 아시아가

전체 시장의 50%를 차지하고 있어 이들 시장은 이미 인삼에 대해 꾸준한 수요가 있

으므로, 현지인들의 수요에 맞는 맞춤형 효능 제품, 소비자 지향의 기호도 및 제형 개

선을 통한 수출시장 확대를 전망할 수 있다.

 



- 10 -

3. 연구수행 내용 및 결과

코드번호 D-07

  인삼은 우리나라를 대표하는 약용작물로 Ginsenoside라고 불리는 인삼 사포닌이 주요 약

리성분으로 잘 알려져 있다. 이들 인삼 사포닌은 인삼 내에 대다수가 고분자 형태의 

major 사포닌 형태로 존재하고 있으며 이들 사포닌은 인삼을 경구투여 시 major 인삼 사

포닌의 생체 내에서의 흡수는 아주 낮다는 것이 다양한 연구를 통하여 밝혀 졌다.  인삼

의 대표적인 major 사포닌인 Ginsenoside Rb1, Rb2는 위에서 위액에 의해 극소량이 

oxygenation 되는 외에 대체로 흡수되기 어렵고(Karikura et al., 1991a) 대부분은 뇨

액에 의해 체외로 배설되며 소량이 장내세균에 의해 compound K로 분해되어 혈액에 흡

수 된다(Akao et al., 1998a; 1998b)고 보고되면서 major 인삼 사포닌보다 분자량이 

작고 더 흡수되기 좋은 minor 사포닌 Rg3, Rg2, Rh2, Rh1, compound K 의 생산과 약

리활성에 관한 연구가 본격적으로 진행되었다. 이렇듯 최근에는 미생물이나 효소를 이용

하여 배당체화 하는 연구가 활발히 이루어지고 있으며, 이러한 방법으로 전환된 인삼 사

포닌은 다양한 제품으로 개발되어 건강기능성 식품, 의약품 및 화장품 등 다양한 분야에

서 각광받고 있다. 

하지만, 미생물 및 이들을 이용한 효소의 경우 대부분 해외의 미생물 유전자원을 활용하

여 활용하고 있는 경우가 대다수이며, 많은 연구에 비하여 그 효율성 또한 높지 않은 것

이 현실이다. 따라서 본 연구팀에서는 다양한 균주들을 자체적으로 활용하여 원천적 유전

자원을 확보하여 국제적 경쟁력을 확보하고 자 한다. 이와 더불어 이들을 활용하여 보다 

효율적인 사포닌 전환을 유도 할 수 있는 연구기술을 개발을 통한 실질적으로 산업에 이

용가능 할 수 있는 활용방안을 확립하고자 본 연구를 수행하였다.

<그림> 본 과제의 핵심 목표
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 1절. 새로운 한국형 유용미생물의 분리 및 동정 

 [개요]
      - 유용 미생물의 분리를 통하여 고유의 원천 유전자원을 확보하고자 함. 
      - 분리 미생물 중 인삼의 사포닌을 전환 할 수 있는 활성을 가진 균주를 
         확보하고자 b-glucosidase 활성 균주를 screening을 계획 함.
      - 확보 균주의 16s rDNA seqeuncing을 통한 검증을 통해 동정하고,
        신규 균주의 경우 분류학 연구를 통하여 신종 균주로서 국제적인 인증을 받고자함.  
 

1. 한국형 미생물의 분리 

가. 발효식품 등의 균주를 분리하기 위한 시료를 수집하여 내용물 전체를 마쇄 한 후에 

멸균된 튜브에 넣어 샘플을 수집하였다. 

나. 수집한 시료를 멸균수로 10-1~10-3희석하고 MRS agar plate에 100 μ   l 씩 

smear한 후 30oC에서 24시간 배양하여 유산균을 분리하였다. 배지 상에 나타난 서로 

다른 색상, 형태를 가진 균주들을 1차로 선별한 후 2~3회의 계대배양을 거쳐 단일 균

주로 확인된 균주들을 선별하였다.

<그림> 균주의 순수 분리 모식도

다. 각각 균주를 MRS 배지를 사용하여 30oC, 190 rpm에서 현탁 배양하였다. MRS    

broth에서 O.D600 값 1.0되게 배양한 후 1 mM ginsenoside Rd와 1:1 (v/v)의    

비율로 혼합하고 30oooC, 190 rpm에서 72시간 반응시켰다. 동량의 수포화부탄올로  추

출하고 TLC plate에 점적하여 전환여부를 확인하였다. 점적한 TLC plate를      

CHCl3/MeOH/H2O(65:35:10, v/v/v, 하층) 혼합용매로 5.5 cm 전개한 후 10%     

H2SO4를 분무하여 가열을 통해 발색시켰다.



- 12 -

라. 사포닌 전환 활성이 있는 균주를 선발하여 이를 동정하기 위하여 DNA 추출과 16S 

rRNA sequencing을 수행하였다. 전체 염색체 DNA는 GenAll의 genomic DNA 

extraction kit를 이용하여 추출하고 분리되었다. 추출된 16S rRNA 유전자의 증폭은 

3가지의 universal bacterial primer들(27F, 518F, 1492R)에 의해 실행되었다. 증폭

된 유전자의 염기 서열분석은 Phred/Phrap program을 사용하는 Applied Biosystems 

3730xl DNA analyzer의 Big Dye terminator 방식으로 수행되었다.

<그림> 한국형 미생물의 동정을 위한 16s rDNA sequeuncing

마. 분석된 16S rRNA contig들은 SeqMan software (DNASTAR Inc.)를 이용해 하

나의염기서열로 종합한 후, Genbank와 EzTaxon(http://www.eztaxon.org: Chun et  

al.,  2007)의 BLAST program을 이용해 상동성을 조사하였다. BLAST 결과, 관련 

된 type strain들의 염기서열을 EzTaxon으로부터 수집하여 BioEdit (Hall, 1999)를 

이용해 편집하였고 염기 서열들의 다중정렬은 Clustal X program (Thomson et al., 

1997)에 의해 수행되었으며 Type strain들 간의 진화적 거리는 Kimura 2 parameter 

model (Kimura et al., 1983)을 이용해 계산되었다. 계통발생학적 지도는 MEGA 4.0 

프로그램 (Tamura et al., 2007)에서 bootstrap을 1000번 반복하도록 설정하여 

(Felsenstein et al., 1985) neighbor-joining method (Saitou et al., 1987)와 

maximum-parsimony method (Fitch et al., 1971)에 의해 구축되었다. 
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 2. 사포닌 전환을 위한 β-glucosidase 활성 균주 선발

균주 분리에 사용한 시료는 국내의 발효 식품과 인삼 근권의 토양을 이용하였으며, 이들

로부터 각각 유산균 및 토양 미생물을 분리하고자 하였다. 가정집 및 음식점에서 담근 

김치와 인감 근권의 토양을 각각 분리원으로 활용하였다. 본 연구에서는 주로 식품 및 

화장품 소재로의 활용가치를 더하고자 주로 유산균을 사용하고자 하였으며, 이에 따라 

유산균을 분리하였다. 유산균 분리에 사용한 시료는 가정집 및 음식점에서 담근 김치 및 

발효식품을 수집하여 분리원으로 사용하였으며, 각 시료를을 멸균증류수로 10-1~10-5으

로 희석한 후 MRS agar 배지에 100 ul 씩 도말하여 37℃incubator에서 배양하였다. 

균주는 모양, 색, 투명도, 크기, 외형구조 등을 육안으로 관찰하여 선발하였으며 선발한 

균주는 MRS agar 배지에 streaking 하여 4회 계대배양하여 single colony를 순수 분

리하였다. 순수 분리된 균주는 20% glycerol stock  solution 을 만들어 –70℃deep 

freezer에 보관하였다.  β-glucosidase 활성을 갖는 균주의 선발을 위해 esculin agar

법(Atlas, 1993)을 이용하여 esculin이 함유된 esculin 배지에 접종하여 배지 내에서의 

색깔 변화를 관찰하였다. Esculin은 β-glucosidas에 의하여 glucose와 esculin으로 분

리 되며 esculin은 ferric ammonium citrate와 반응하여 colony주위에 black complex

를 형성하게 된다. 따라서 colony주위에 black complex를 형성하는 균주를 β

-glucosidase 활성을 가지는 균주로 판단하였다.

<표> 미생물 분리에 이용한 배지 (MRS)
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<그림> esculin을 이용한 β-glucosidase 활성 균주의 선발

 β-glucosidase 활성을 가진 균주를 기본적으로 ginsenoside와 반응 시켜 이들 균주

가 실제 인삼 ginsenoside을 전환시킬 수 있는 능력이 있는지에 대하여 검정 하였으며 

ginsenoside 전환 활성이 있는 균주만을 선발하여 이를 동정하였다. 

 

<그림> 분리 균주와 인삼 사포닌과의 반응 모식도

 먼저, 균주를 각각 최적 배양 조건을 이용하여 배양한 후 이의 배양액을 이용하거나 

배양으로부터 효소를 추출하여 인삼 ginsenoside와 반응 하였다. 효소를 추출할 때에는 

acetone 침전법을 이용하여 단백질을 침전한 후 이를 다시 buffer에 녹여 조효소로서 

활용하였다. 인삼 ginsenoside과의 반응 시, 37℃에서 5일간 반응 시킨 후 반응액에 

부탄올을 첨가하여 ginsenoside 분획을 얻어 이를 TLC 혹은 HPLC를 활용하여 분석을 

하였다.  Esculin agar 법을 이용하여 glucosidase 활성이 있는 것으로 확인되어진 

각각의 28개의 균주를 각각 인삼 ginsenoside에 반응 시켜 이를 확인해 본 결과 

특이적으로 ginsenoside와의 반응을 통해 minor ginsenoside으로의 전환이 확인 
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되었다. 이들 균주는 다른 균주에 비하여 비교적 ginsenoside 전환 활성이 강한 것으로 

확인 된 바 본 연구에서는 이들 균주 중 본 과제 목적에 부합하는 minor ginsenoside를 

생산하는 균주를 선발 하여 후속 연구를 진행 하고자 하였다. 

<그림> 분리 균주와 인삼 사포닌과의 기질별 반응결과 TLC

3. 분리 균주의 16s rDNA sequencing을 통한 동정 

 분리 균주의 16S rRNA gene sequencing은 제노텍에 의뢰하였으며, NCBI data base를 

이용하여 분리된 균주와 type strain의 similarity(%)를 확인하였다. 균주들의 16S rRNA 

염기서열을 Clustal X program(Thompson et al., 1997)을 이용하여 일정하게 정렬하고, 

gap는 BioEdit program으로 편집하였다. 균주들의 진화과정을 추적하는 작업은 Kimura 

two-parameter model(Kimura, 1983)을 이용하였으며, MEGA 3 Program(Kumar et 

al., 2004)의 neighbor-joining(Saitou & Nei, 1987)방법으로 계통분류학적 위치를 결

정하였다.  16s rDNA를 통한 동정 실험 결과 각각의 시료로부터 총 약 100여개의 균주

를 분리하였으며, 그중에서  9개의 한국형 신종 미생물과 인삼사포닌을 분해 할수 있는 

특이적 활성을 가진 5종의 균주를 분리하였음을 확인 하였다. 신종으로 확인된 균주들은 

모두 최초로 분리하여 새롭게 종을 명명하였으며 특히, 2개의 유산균 신종을 추가로 확

보하여 이를 각각 Lactobacillus kyungheensis sp. nov., Leuconostoc kyungheensis 

sp. nov로 명명 하였다. 유산균은 최근 식품 및 의약품, 화장품 소재로 주목 받고 있지만 

원천 미생물을 외국에서 수입하여 쓰고 있는 실정으로 이들 새로운 한국형 유산균들이 

기존의 미생물 대체제로서의 이용가치가 높을 것으로 기대된다. 
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<표> 새롭게 분리 되어진 한국형 미생물 신종 균주 후보군

4. 신종 한국형 유산균의 등록을 위한 분류학 연구 

 2종의 신규 유산균을 포함한 총 9종의 신규 한국형 미생물을 국제적으로 등록하기 위

하여 미생물 특성 검정을 통한 동정 연구를 수행하였다. 화학과 분자생물학에서의 신뢰

할만한 분석 기법들의 발달은 전통적인 미생물학적 실험들에 대한 의존도를 감소시켰

다. 화학분류학적 분석법이 대표적이며, 이는 세포벽의 peptidoglycan 구조나 세포의 

지방산 조성, isoprenoid quinone의 유형과 같은 세포의 화학적 표지를 바탕으로 하는 

분류법의 하나이다(Collins et al., 1979; Goodfellow et al., 1980). 이 방법은 모든 

계통 단계에 적용될 수 있으며, 속 단위의 분류에 매우 유용하다. 하지만 화학분류학적 

분석법이 갖는 단점은 미생물의 화학적 조성이 환경의 영향을 받아 변한다는 것이다. 

따라서 화학적 조성을 기초로 미생물을 비교할 때는 환경에 의한 것인지 유전적 차이에 

의한 변화인지를 관찰하는 것이 중요하다. 예를 들면, 미생물의 배양은 동일한 환경적 

조건과 동일한 생장 주기에서 이루어져서 환경적 영향을 받지 않았음을 확인해야 한다. 

분자 계통학은 미생물의 유전적인 특성을 결정짓는 것이 DNA로 밝혀지고, 이에 따라 

DNA 염기 조성 및 DNA-DNA hybridization 같은 분석법들의 사용과 함께 시작되었

다. 최근에는 rRNA가 계통발생학적 관계를 연구하는데 있어 최적의 표적이라는 사실이 
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일반적으로 받아 들여 지고 있으며(Woese, 1987), 가장 큰 장점은 환경적 영향에도 

그 조성의 변화가 없다는 점이다. 그렇기 때문에 DNA를 비롯한 핵산을 이용한 분자 계

통학은 광범위한 미생물의 비교와 분류를 함에 있어 유일한 표준 분자 물질로 평가받고 

있다.   

 <그림> 분류학적 연구를 통한 신종 미생물의 동정

이처럼 최근에는 분자 생물학 분야의 급격한 발달과 함께 유전자 분석 기술이 용이해 지

면서 분자 계통학적 분석 기법이 미생물의 분류, 동정을 위해 많이 사용되고 있다. 전통적

으로 사용되던 형태학적, 생리 생화학적 특징에 의존한 분리 및 동정 방법들에 대한 의존

도가 낮아지고 있지만 여전히 전통적인 방법들과 더불어 세포의 화학적 조성을 이용하는 

화학 분류학적 방법, 분자계통학적 분석을 병행하는 통합된 분류 및 동정 방법이 가장 정

확하고 객관적인 방법으로 평가 받고 있다.

①Genomic DNA의 G +C 함량(mol%)

 Genomic DNA는 Genall genomic DNA extraction kit를 이용하여 추출 · 분리하였고 

nuclease P1 효소를 이용해 각각의 nucleoside 함량을 측정하였다 (Mesbah et al, 

1989; Tamaoka & Komagata, 1984). 10μg의 DNA를 포함하고 있는 10 μl의 용액

을 끓는 물에서 5분간 가열 후 냉각시킨다. 열에 의해 변성된 DNA에 nuclease P1 용액 

(20 U/ml)을 10 μl 넣어 섞어주고 37℃에서 1시간 동안 반응시킨 후 alkaline 

phosphatase (1 U/ml)을 10 μl 넣고 37℃에서 3시간 동안 반응시켰다. Nucleoside 혼

합물은 C18 reverse phase column에서 0.2 M ammonium phosphate: acetonitrile 

(40:1 v/v)의 혼합물을 용매로 하여 0.7 ml/min의 유속으로  270nm의 UV 흡광도에서 
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HPLC를 이용해 분석하였다.

 분리된  미생물 대하여 각각의 type strain과의 G+C contents 비교를 위하여 균주를 

배양한 후 이의 genomic DNA를 추출하고 이를 enzyme을 통해 nucleotide 단위로 절

단하였다. 이를 다시 HPLC 분석을 통해 샘플에 함유된 G+C 함량을 측정 하였다. 그 

결과, 기존에 보고된 type strain과 차이가 있어 신종 미생물임을 증명할 수 있는 data

로 확보 하였다. 

② DNA-DNA hybridization

 DNA간의 혼성화 실험은 형광분석법에 의해 수행되었다 (Ezaki et al., 1989). 실험은 

각 시료 당 5번의 반복구로 수행되었으며 가장 높고, 가장 낮은 값은 제외시키고 남은 3

개의 값을 평균값으로 산출해냈다. 분리 되어진 한국형 신종 미생물 중 16s rDNA 차이

가 적었던 일부 균주를 대상으로 DNA-DNA hybridization을 실시 한 결과 일반인 통계

로 분류학에서 16s rDNA상 97%에서 98%의 similarity를 가진 경우 약 80~90%의 확

률로 신종으로 확인 되지만 보다 명확한 비교 확인을 위해 type strain과의 비교 실험을 

수행하였다. DNA-DNA hybridization 의 경우70% 미만의 similarity percent를 가질 

때  신종으로 판단하며 본 연구에서는 16s rDNA상 차이가 적었던 3개의 균주를 대상으

로 본 실험을 실시 하였다. DNA-DNA hybridization을 실시한 결과 모든 균주에서 

70% 미만의 상동성을 가지는 것으로 확인되어 분리된 한국형 미생물이 모두 신종에 속

함을 확인 할 수 있었다. 
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 결론적으로 본 연구에서는, 인삼 사포닌에 내성을 가지는 새로운 유용균주를 지속적으

로 분리 동정하였으며, 이들 균주는 인삼 사포닌을 전환하는데 큰 효과를 가지고 있어 

산업적으로 유용하게 적용 될 수 있을 것으로 기대 되었다. 특히, 최근 나고야 의정서 

발효에 따라, 대다수의 미생물자원을 수입해서 이용하는 국내 산업의 경우 기존 로열티 

이외에 추가적인 이익분배에 의한 수익률 감소등의 문제점을 가지고 있어, 국내 고유의 

유전자원에 대한 중요성이 강조되고 있다. 이에 본 연구팀에서는 개발한 균주를 분류학

적으로 인정받아 우리나라의 소재로 활용하고자, 이의 분류학적 동정 연구를 수행을 통

하여 자체적으로 활용할수 있는 유전적 원천자원을 인정받고자 하였다. 

<표> 유용물질 생산 활성 활용가치가 있는 한국형 미생물의 발굴

특히, 본 연구에서 이용하고자 하는 인삼 사포닌 등 식물의 이차대사산물을 전환 시키

는 특성을 가진 균주 중에서도 분류학적으로 가치가 있고 이들을 국제 인증

(validation) 시킬 수 있는 신종제안을 하면 대한민국의 공인 자산으로 인정받을 수 있

기에 앞으로의 자원전쟁에서 한 점이라도 선 취득할 수 있는 유리한 고지를 가질 수 있
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게 된다. 본 연구팀은 2차년도 연구를 통하여 미생물 분류학적으로 신종으로서 활용가

치가 있는 총 8개의 균을 선정하여 신종으로 제안하였으며 이중 6개의 균주를 국제적

으로 신종으로 인정 받았다. 총 8개의 한국형 신종 미생물을 분리 하였음을 확인 하였

다. 이들 균주들은 모두 최초로 분리하여 새롭게 종을 명명하여 미생물 분류학 논문 개

제를 통해 신규 균주임을 국제적으로 인증 받았다. 특히, 유산균 신종을 추가로 확보하

였으며, 유산균은 최근 식품 및 의약품, 화장품 소재로 주목 받고 있지만 원천 미생물을 

외국에서 수입하여 쓰고 있는 실정으로 이들 새로운 한국형 유산균들이 기존의 미생물 

대체제로서의 이용가치가 높을 것으로 기대된다. 
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<그림> 분류학적 신종 등록을 위한 논문 개제
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2절. 한국형 유용미생물을 이용한 minor 사포닌의 생성 원천기술 확립

 [개요]
      - 분리 균주 중 사포닌 전환활성이 높은 산업적 활용 균주 선발
      - 한국형 분리 균주인 L. rossiase DC05, P. ginsenggiterrae DCY89

         L. panaxibrevis DCY65, M. esteraromaticum GS514, W. hellenica DC06 의 

         인삼 사포닌 최적 전환 활성 조건을 탐색

 
 (1) Crude enzyme 추출

선발된 균주를 MRS 배지를 사용하여 30oC,190rpm에서 현탁 배양하였다. 세포 내외 

효소를 얻고자, 균배양액은 4oC에서 15,000×g로10분 원심 분리하였다. 

 (2) 세포 내 외 효소활성 확인

원심분리 한 균주의 세포를 1M Sodium phosphate buffer(pH 6.8)에 녹여서 5분간 

sonication을 한 후 원심 분리하여 세포 내 효소를 분리하였다. 상층액은 4배의 냉각 

EtOH을 첨가하여 충분히 혼합시킨 후 0oC에서 40분 방치하여 단백질을 침전시켰다. 

위 용액은 4oC에서 10,000×g로 40분 원심분리 후 상등액은 버리고 침전물은 sodium 

phosphate buffer(pH 6.8)에 용해시켜 조 효소액으로 사용하였다. 

 

 (3) 진세노사이드와 반응

효소 액을 조제한 후, 1 mM ginsenoside와 1:1 (v/v)의 비율로 혼합하고 30oC, 

190rpm에서 72시간 반응시켰다. 반응과정 중 24시간 간격으로 반응 혼합물을 1.5 ml

씩 취하여 동량의 수포화부탄올로 추출하고 TLC plate에 점적하여 전환여부를 확인하

였다. 점적한 TLC plate를 CHCl3/MeOH/H2O(65:35:10, v/v/v, 하층) 혼합용매로 5.5 

cm 전개한 후 10% H2SO4를 분무하여 가열을 통해 발색시켰다.

 (4) Ginsenoside 분석

TLC (Thin Layer Chromatography)

부탄올 추출액을 Silica gel 60 F254 TLC plate(Merck, Germany)에 점적한 후 

chloroform/methanol/water (65:35:10 v/v/v, lower phase)의 혼합 용매를 사용하여 

전개하였다. 전개한 TLC plate는 10% 황산을 분사시킨 후 열을 가해 발색시켜 사포닌 

전환 양상을 확인하였다.

 (5) HPLC (High Performance Liquid Chromatography)

부탄올 추출액을 감압농축 한 후 Methanol (HPLC grade)에 용해 한 후 0.2 ㎛ 

membrane filter에 여과하여 HPLC 분석용 시료로 이용하였다. HPLC 분석에는 

C18column (3.0x50mm㎜, ID 5㎛)을 사용하여 UV 203 ㎚에서 검출 하였다. 이동상

은 acetonitrile (solvent A)과 water (solvent B)를 이용하여 gradient를 주었으며 
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1.6 ㎖/min 유속으로 분리하였으며, 이동상의 gradient 조건은 Table 와 같다.

표. 변환 사포닌 분석을 위한 HPLC 분석 조건

*Sol

ven

t A: 

100

% 

acet

onit

rile, 

E l u

e n t 

B: 100% water.

가. 분리 균주 L. rossiase DC05를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성 

<그림> 분리 균주 L. rossiae DC05의 유연관계 분석

 분리 균주는 L. rossiase와 99.1% 상동성을 지닌 균주로 확인되었으며, 본 연구팀에서

는 strain DC05로 명명하여 기존의 균주와의 분류학적 특성 비교 검정을 통한 균주의 

신종으로서 가능성 여부를 검증하고 있다. 본 균주는 뛰어난 β-glucosidase 활성 및 사

Time (min)
Mobile phase*

Solvent A Solvent B

0.00 17 83

6.00 17 83

9.00 23 77

16.5 23.5 76.5

19.00 31 69

29.00 45 55

31.00 47 53

33.00 90 10

34.00 90 10

35.00 17 83

37.00 17 83
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포닌 전환 활성을 가진 것이 확인 된 바 산업화 적용을 위한 최적화 연구를 수행 하였다. 

본 균주의 배양에 따른 β-glucosidase 활성의 최적 조건을 확립하기 위하여 

p-nitrophenyl-β-D-glucopyranoside(p-NPG)를 assay를 실시하였으며, 균주의 효

소를 함유한 20 mM sodium phosphate(pH 7.0)에 p-NPG를 가하여 37℃에서 10분

간 반응시킨 후 1 M sodium carbonate 를 첨가하여 반응을 중지시켜 유리되는 

p-nitrophenol(p-NP)의 양을 405 nm에서 흡광도를 측정하였다. 효소활성 1단위(unit)

는 반응시간 분당 생성되는 p-nitrophenol 1umol을 생성하는 효소의 양으로 정의하였

다.

<그림> L. rossiae DC05의 생장 조건별 β-glucosidase 활성 assay
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 그 결과, 위와 같이 최적 효소 활성 조건을 확립 하였으며, 본 균주는 pH7.0, 온도 3

0℃에서 가장 뛰어난 enzyme 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었다. 이의 조건을 활

용하여 인삼 사포닌 Rb1, Re과의 반응을 수행하였으며 그 결과를 TLC를 통하여 확인하

였다. 

<그림> L. rossiae DC05의 기질별 반응 TLC 결과

Ginsenoside Rb1의 경우 Rd, F2를 거쳐 C-K를 생성하는 것을 확인 할 수 있었으며, 

Re의 경우 최종적으로 Rg2로 전환되는 것이 확인되었다.

<그림> 분리 균주 L. rossiae DC05 사포닌 전환 대사 경로

 HPLC와 LC/MS를 이용하여 각각의 최종 대사 물질인 C-K와 Rg2 생성되었음을 재확

인 하였으며, 전환 수율을 계산하여 본 결과 C-K 72.88%, Rg2 53.94% 전환을 보여 

매우 뛰어난 전환 수율을 확인 할 수 있었다.
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<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 사포닌 결과 확인

 나. 분리 균주Weissella. hellenica DC06를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성 

분리 균주는 16S rRNA gene sequencing를 통하여 계통분류학적 위치를 결정하였으며, 그 

방법은 위의 방법과 같다. 분리 균주는 W. hellenica와 99.3% 상동성을 지닌 균주로 확인

되었으며, 본 연구팀에서는 strain DC06로 명명하여 기존의 균주와의 분류학적 특성 비

교 검정을 통한 균주의 신종으로서 가능성 여부를 검증하고 있다.

<그림> 분리 균주 W. hellenica DC06의 유연관계 분석
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<그림> W. hellenica DC06의 생장 조건별 최적 β-glucosidase 활성 탐색

최적 효소 활성 조건을 확립을 통하여, 본 균주는 pH7.0, 온도 37℃에서 가장 뛰어난 

enzyme 활성을 나타내는 것을 확인 할 수 있었다. 이의 조건을 활용하여 인삼 사포닌 

Rb1, Re과의 반응을 수행하였으며 그 결과를 TLC를 통하여 확인하였다.
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<그림> W. hellenica DC06의 기질별 반응 TLC 결과

 반응 결과 Re의 경우 특이적 반응을 나타내지 않았으며, PPD type인 ginsenoside 

Rb1의 경우 Rd와 F2를 거쳐 C-K 생성되는 것이 확인되는 바, 앞서 분리 하여 

확인하였던, L. rossiae DC05 균주와 유사한 활성을 가지는 것이 확인 되었다.   

 

<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 사포닌 결과 확인

HPLC와 LC/MS를 이용하여 W. hellenica DC06을 이용하여 전환된 최종 대사 물질이 

C-K임을 재확인 하였으며, 전환 수율을 계산하여 본 결과 C-K 61.73%로 전환 됨을 

확인 할 수 있었다.

다. 분리 균주 Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성 
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 분리 균주는 16S rRNA gene sequencing를 통하여 계통분류학적 위치를 결정하였으며, 

그 방법은 위의 방법과 같다. 분리 균주는 Paenibacillus cellulosilyticus  와 98.2% 상동성

을 지닌 균주로 확인되었으며, 본 연구팀에서는 strain DCY89로 명명하여 기존의 균주

와의 분류학적 특성 비교 검정을 연구를 통해 균주의 신종으로 등록 하고자 하였다.

<그림> 분리 균주 Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89의 유연관계 분석

분리된 strain DCY89T의  DNA G+C content는 52.5 mol %로 확인 되었으며, 이는 

기존의 보고된 균들과 유사한 범위에 속하는 것으로 동속의 균주임을 재확인 할 수 

있었다.

<그림> 분리 균주 Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89의 GC contents 분석
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strain DCY89T과 가까운 유연관계에 있는 균주들의 DNA-DNA relatedness 결과 P. 

cellulosilyticus KACC 14175T; P. kobensis KACC 15273T; P. xylaniclasticus 

KCTC 13719T; and P. curdlanolyticus, KCTC 3759T 가 각각 22.7 ± 3.4, 17.8 

± 1.2, 31.3 ± 3.2, and 37.4 ± 1.0 값을 나타낸 것을 확인 할 수 있었다. 유전학적 

분류 계통에 따라 70% 미만의 상동성의 경우 다른 종을 나타내어 본 분리 된 균주가 

새로운 종임을 확인 할 수 있었다.  

<표> 분리 균주 Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89의 특성 검정

더불어 기존 분리 보고된 type stain 균주와의 생화학적 특성 검정을 통해 기존 

균주와의 차별성을 검증하였고, 이를 바탕으로하여 본 균주가 기존에 보고되지 않은 

새로운 균주임을 최초로 보고하였다. 
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본 신종 균주의 사포닌 전환 활성을 확인해 보기 위하여 major ginsenoside를 기질로 

하여 반응 시험을 진행하였고, 그 결과 Re의 경우 특이적 반응을 나타내지 않았으며, 

PPD type인 ginsenoside Rb1의 경우 Rd를 생성되는 것이 확인되었다.  

                            

<그림> Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89의 생물전환 반응 TLC 결과

<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 사포닌 결과 확인

HPLC와 LC/MS를 이용하여 Paenibacillus ginsenggiterrae DCY89을 이용하여 전환된 

최종 대사 물질이 Rd임을 재확인 하였으며, 전환 수율을 계산하여 본 결과 C-K 

82.11%로 전환 됨을 확인 할 수 있었다.
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라. 분리 균주 M. esteraromaticum GS514를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성

 stain GS514는 본 연구팀의 선행연구를 통하여 사포닌 전환 활성이 뛰어남을 확인 한 

바 있다. 본 균주는 Microbacterium genus에 속하는 관련 균주들과의 유연관계를 

비교한 결과 M. esteraromaticum DSM 8609T(Y17231)와 99.1% 일치하여 가장  

높은 상동성을 갖는 것으로 확인되었으며, 이에 M. esteraromaticum GS514로 

명명하였다.

 <그림> M. esteraromaticum GS514의 유연관계 분석

M. esteraromaticum GS514 균주는 Major ginsenoside인 Rb1을 가수 분해 시켜 

Rg3로 생성시키는 효소를 분비하는 것으로 확인 되었다.

M. foliorum DSM 12966T (AJ249780)
M. phyllosphaerae DSM 13468T (AJ277840)

M. aerolatum DSM 14217T (AJ309929)
M. natoriense JCM 12611T (AY566291)

M. keratanolyticum IFO 13309T (AB004717)
M. oleivorans DSM 16091T (AJ698725)
M. hydrocarbonoxydansDSM 16089T (AJ698726)

M. aurum IFO 15204T (D21340)
M. schleiferi IFO 15075T (AB004723)

M. lacticum DSM 20427T (X77441)
M. koreense JS53-2T (AY962574)

M. terregens IFO 12961T (AB004721)
M. saperdae DSM 20169T (Y17236)
M. luteolum DSM 20143T (Y17235)
M. maritypicum DSM 12512T (AJ853910)

M. liquefaciens DSM 20638T (X77444)
M. oxydans DSM 20578T (Y17227)

M. resistens DMMZ 1710T (Y14699)
M. testaceum DSM 20166T (X77445)

M. paraoxydans DSM 15019T (AJ491806)
M. arabinogalactanolyticum DSM 8611T (Y17228)
M. arabinogalactanolyticum IFO 14344T (AB004715)

M esteraromaticum DSM 8609T (Y17231)
Strain GS514

M. aurantiacum IFO 15234T (AB004726)
M. kitamiense JCM 10270T (AB013907)

M. chocolatum IFO 3758T (AB004725)
M. thalassium IFO 16060T (AB004713)

M. dextranolyticum DSM 8607T (Y17230)
M. laevaniformans DSM 20140T (Y17234)

M. ketosireducens IFO 14548T (AB004724)
M. terrae IFO 15300T (AB004720)

M. trichotecenolyticum IFO 15077T (AB004722)
M. flavescens DSM 20643T (Y17232)

M. hominis IFO 15708T (AB004727)
M. xylanilyticum DSM 16914T (AJ853908)

M. halotolerans YIM 70130T (AY376165)
M. barkeri DSM 20145T (X77446)

M. gubbeenense LMG S-19263T (AF263563)
M. ulmi XIL02T (AY062021)

M. paludicola DSM 16915T (AJ853909)
M. arborescens IFO 3750T (AB007421)

M. imperiale IFO 12610T (AB007414)
Agreia bicolorata VKM Ac-1804T (AF159363)

Zimmermannella helvola IAM 14726T (X77440)
Cellulomonas flavigena DSM 20109T (X83799)95
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 따라서, M. esteraromaticum GS514 균주의 β-glucosidase 활성도 및 ginsenoside 

Rb1으로부터 ginsenoside Rg3로의 전환 능력을 이용하여 minor 사포닌을 대량으로 

생성할 수 있는 방법을 개발하고자 하였다. 
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마. 분리 균주 Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성

 (1) Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 이용한 인삼 minor 사포닌의 생성

16S rRNA sequence를 NCBI에서 BLAST를 이용하여 등록된 균주들과의 상동성을 

비교한 결과 Lactobacillus brevis 과 가장 높은 상동성을 나타내었다.  Lactobacillus  

genus 내에 속해 있는 모든 species들의 type strain 의 16S rRNA gene 염기서열을 

조사하여 Bioedit program과 Clustal X program을 이용하여 alignment 하고 MEGA3 

program으로 phylogenetic tree를 그려 본 후, 이들 중 strain DCY65 균주와 가까운 

유연관계를 갖고 있는 species들을 선별하여 다시 phylogenetic tree를 작성하였다. 

strain DCY65 균주는 Lactobacillus brevis균주와 97% 상동성을 나타내어 

Lactobacillus panaxibrevis DCY65으로 동정하였다. 

<그림> 분리 균주  Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 유연관계 분석
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분리된 strain DCY65T의  DNA G+C content는 46.5 mol %로 확인 되었으며, 이는 

기존의 보고된 균들과 유사한 범위에 속하는 것으로 동속의 균주임을 재확인 할 수 

있었다.

strain DCY89T과 가까운 유연관계에 있는 균주들의 DNA-DNA relatedness 결과 L. 

brevis 14687T; L. parabrevis AM158249T; L. koreensis EJ904277T; and L. 

senmaizukei AB297927T; L. hammesii AJ632219T 가 각각 26.1 ± 2.4, 28.8 ± 

2.1, 30.9 ± 6.1, 27.6 ± 4.3 and 21.3 ± 3.3 값을 나타낸 것을 확인 할 수 있었다. 

유전학적 분류 계통에 따라 70% 미만의 상동성의 경우 다른 종을 나타내어 본 분리 된 

균주가 새로운 종임을 확인 할 수 있었다.  

<표> 분리 균주 Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 특성 검정

<그림>  Lactobacillus panaxibrevis DCY65 의 생물전환 반응 TLC 결과
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본 신종 균주의 사포닌 전환 활성을 확인해 보기 위하여 major ginsenoside를 기질로 

하여 반응 시험을 진행하였고, 그 결과 Re의 경우 특이적 반응을 나타내지 않았으며, 

PPD type인 ginsenoside Rb1의 경우 gypenoside XVII를 거쳐 ginsenoside F2를 

주로 생성하며 C-K로의 생성옫 유도 하는 것이 확인되었다.  HPLC를 이용하여 

Lactobacillsu panaxibrevis DCY65을 이용하여 전환된 최종 대사 물질이 C-K임을 

재확인 하였으며, 전환 수율을 계산하여 본 결과 C-K 82,10%로 전환 됨을 확인 할 수 

있었다.

<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 사포닌 결과 확인
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  (2) Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 C-K 생산 최적 발효 조건 탐색

본 균주를 산업적으로 이용하기 위하여 균주의 최적 배양 조건 및 발효 조건을 확립하

고자 하였다. 

 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주를 colony를 취하여 MRS broth에서 24 시

간 배양한 현탁액을 LB, NB, TSB, MRS에 1%(v/v) 씩 접종한 후 190 rpm, 37℃조

건에서 배양하여 일정한 시간간격으로 O.D600값을 측정하여 균주의 생장을 확인하였

다

<그림> 배지별 균주 최적 생장 조건 확립

 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주의 생장속도는 MRS>TSB>LB>NB 순으로 나

타났다. MRS broth와 TSB에서의 생장속도는 배양 4시간까지 유사하였지만 그 이후로 

MRS broth에서의 생장속도가 가장 빠른 것을 확인할 수 있었다. MRS 배지에서의 생장

곡선을 그려 본 결과, Lactobacillus panaxibrevis 균주는 4~6시간 사이에 생장 속도가 

가장 빠르므로 이 균주의 대수기라는 것을 확인할 수 있었다.

⓵ Lactobacillus panaxibrevis DCY65  균주의 생장에 미치는 온도의 영향

Lactobacillus panaxibrevis 균주는 MRS broth에 접종하여 배양온도를 각각 25℃, 3

0℃, 37℃, 45℃로 24 시간 배양하여 O.D600값을 측정하였다. 그 결과 Lactobacillus 

panaxibrevis 균주의 생장은 온도의 영향을 많이 받았다. Lactobacillus panaxibrevis 

균주는 37℃에서 가장 높은 생장속도를 보였고 30℃, 25℃순으로 생장속도가 느려지며 

45℃에서 잘 자라지 않는 것을 확인할 수 있었다. 
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<표> 온도 조건에 따른 Lactobacillus panaxibrevis의 생장 

⓶ Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주의 생장에 미치는 pH의 영향

MRS broth를 HCI 과 NaOH를 이용하여 pH를 조절한 후 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 

균주를 24시간 배양하였다(Table 10). 균주는 pH5.0에서 잘 자라지 않았으며 pH6.5 ~ 8.0범위 

내에는 큰 차이 없이 모두 잘 생장하는 것을 확인할수 있었다. MRS broth 자체의 pH가 6.7이기 

때문에 아래의 실험에서 pH를 조절하지 않고 직접 균 배양에 사용하였다.

<표> pH 조건에 따른 Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 생장

⓷ TLC 분석에 의한 ginsenoside pattern조사

반응 시간에 따른 ginsenoside Rb1의 전환을 그림에서 나타내었다. 반응 24시간부터 

ginsenoside Rb1은 gypenoside XVII로 전환되기 시작하였고 반응 48시간에는 gypenoside 

XVII, ginsenoside Rd, F2로 전환되었으며 반응 72시간에는 ginsenoside Rb1이 전부 분해되어 

compound K 로 전환되는 것을 관찰할 수 있었다. 

<그림>  Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 사포닌의 전환

Temperature(℃) 25 30 37 45

O.D600 1.579 1.616 1.713 0.195

pH 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0

O.D600 0.390 1.276 1.708 1.894 1.914 1.941 1.973
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⓸ 사포닌 전환 활성에 미치는 온도의 영향

ginsenoside Rb1의 전환효소의 최적 반응 온도를 알기 위해 온도 별로 (25℃, 30℃, 37℃, 5

0℃, 60℃) 48 시간 반응시켜 그 결과를 확인하였다. Lactobacillus panaxibrevis DCY65과 Rb1

의 반응은 그림에서 보다 싶이 온도의 영향을 크게 받았다. TLC분석에서 Lactobacillus 

panaxibrevis DCY65 균주의 사포닌 전환 활성은  30℃에서 가장 뛰여나며, 25℃와 37℃이상의 

온도에서는 효소활성이 급격히 저하되는 것을 관찰 할 수 있었다.

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 사포닌 전환 활성에 미치는 온도의 영향 

 

 온도 별 반응산물을 HPLC를 통하여 정량분석을 수행한 결과 TLC분석과 유사한 경향

을 나타내었다. 즉 효소의 활성은 30℃에서 가장 높은 활성을 보였고 25℃에서도 활성이 

비교적 높지만 37℃이상의 온도에서는 효소활성이 급격히 저하되는 것을 관찰 할 수 있

었다. 이는 Candida peltata 유래의 β-glucosidase의 최적반응온도가 50℃(Saha and 

Bothast, 1996), Rhizopus japonicas 유래의 β-glucosidase 의 최적 온도는 45℃

(Kim et al., 1989), Paecilomyces thermophila 의 β-glucosidase의 최적 온도는 7

5℃(Yang et al., 2008) 등 기존의 보고들과 달리 좀 낮은 온도를 나타냈고 

Lactbacillus brevis LH8 유래의 β-glucosidase의 최적 온도는 30℃라는 보고와 유사

하였다.

⓹ 효소활성에 미치는 pH의 영향

Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주의 사포닌 전환 활성에 대한 pH의 영향을 조사한 결과 

TLC상에서 pH5.0~10.0에서 높은 활성을 나타내었고 그 중 pH6.0~8.0이 가장 높은 

ginsenoside Rb1의 전환활성을 나타내었으며 pH4.0과 pH10.0에서는 효소활성이 급격이 저하된 

것을 확인할 수 있었다. pH별 반응 산물을 HPLC로 정량분석한 결과 비슷한 경향이 나타났다. 

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 사포닌 전환 활성에 미치는 pH의 영향
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이것은 Paecilomyces thermophila의 β-glucosidase의 최적 pH는 6.2 (Yang et al., 2008), 

Rhizopus japonicus유래의 β-glucosidase의 최적 pH는 4.8~5.0 (Kim et al., 1989), 

Leuconostoc brevis LH8유래의 β-glucosidase의 최적 pH는 6.0~12.0 (Quan et al., 2008), 

Candida peltata 유래의 β-glucosidase의 최적 pH는 5.0 (Saha and Bothast, 1996), 등 기존

의 보고들과 유사하였다.

종합적으로 보았을 때, 본 연구 팀에서는 사포닌 전환 활성이 있는 균주로 분리 된 균주 

중 산업적으로 활용하기 위하여 가장 적합한 균주를 선별하기 위하여 각 균주를 

비교하여 본 결과 식품으로 이용가치가 높은 유산균 중 Lactobacillus brevis와 유사 

상동성을 지닌 신규 유산균인 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주가 본 과제에서 

목적으로 하는 C-K의 생성 전환율이 가장 높은 것으로 확인되어 활용가치가 있을 

것으로 판단되었다. 더불어 stain GS514 균주의 경우 기존에 알려진 glucosidase의 

enzyme pathway와 다른 패턴을 가짐을 확인하였고, 특이적으로 ginsenoside Rg3를 

다량으로 생성할 수 있음이 확인 된 바, 이를 이용하여 유용 사포닌을 대량으로 생성시켜 

화장품 소재로서 활용하고자 하였다. 
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 바. 돌외를 이용한 인삼 사포닌의 전환 

  돌외(Gynostemma pentaphyllum)는 박과(Cucurbitaceae)에 속하는 다년생 덩굴성 

초본류로서(Blumert and Liu, 1999), 예로부터 칠엽담(七葉膽)이라고 하여 주로 전초 

또는 지상부위를 약용으로 이용해 왔다. 돌외에는 다량의 사포닌 성분이 함유되어 있으며 

지상부로부터 사포닌을 분리하여 이를 gypenoside라고 명명 한 것을 계기로 지금까지 

약 100여 종의 사포닌이 분리 된 것으로 보고되고 있다.  돌외에는 진정 효과를 가지고 

있다고 알려진 protopanaxdiol계 사포닌(PPD)을 다량 함유하고 있으며 그 중 

gypenoside V는 돌외의 대표적인 major 성분으로 알려져 있다. 

                             
R1O

1

2

3

4
5

6
7

8

9

10

11
12

13

14 15

16
17

HO
R3O

1819

20

21 22 23 24 25
26

27

29 28

30

    PPD 

종류 R1 R2

ginsenoside Rb1 glu(2→1)glu glu(6→1)glu

gypenoside V glu(2→1)glu glu(6→1)rha

돌외의 gypenoside V는 ginsenoside Rb1과 비교하였을 때 C-20에 결합 되어진 당의 

한 종류가 gypensoide V이 glucose-rhamnose인 것에 반하여 ginsenoside Rb1의 경

우 glucose-glucose 결합 구조를 가지고 있어 결합되어진 당의 한 부분만을 제외하면 

동일 구조를 가지고 있는 것을 알 수 있다. 따라서 gypenoside V에서 rhamnose를 가수

분해 시킨다면 인삼의 ginsenoside Rd 및 다양한 인삼 사포닌으로의 변환이 가능하다. 
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이에 본 연구에서는 돌외의 gypenoside V를 이용하여 인삼의 minor 사포닌으로 전환을 

수행하고자 하며, 전환 효소는 본 연구팀에서 개발한 미생물 효소를 활용하고자 하였다. 

<그림> 돌외의 gypenoside V의 ginsenoside Rg3로의 전환

 본 연구에서 이용한 Gypenoside V의 전환 결과 ginsenoside Rg3가 생성됨을 확인 할 수 

있었다. 

<그림> 돌외의 gypenoside V의 ginsenoside Rg3로의 전환

HPLC를 이용한 정량 분석을 통해  Gypenoside V가 ginsenoside Rd, ginsenoside 

Rg3으로 전환된 산물의 양을 확인 하였다. Strain GS514 균주로부터 유래된 효소는  

gypenoside V 10mg을 최종적으로 ginsenoside Rd 0.8mg과 ginsenoside Rg3 4.9mg

으로 변환 시킬 수 있었다. 본 연구는 인삼 사포닌과 구조적으로 유사한 물질이 생물전환

을 통하여 인삼 사포닌화 될 수 있다는 것을 확인한 결과로 고부가가치의 인삼 사포닌을 

보다 저비용으로 생산할 수 있다는 점에서 유용할 것으로 사료 되며, 산업적으로 응용할 

경우 원가경쟁력을 갖춘 기능성 소재를 개발 할 수 있을 것으로 기대된다. 분리 한 물질

을 NMR을 통하여 구조 동정 하였으며, 인삼외의 식물로부터 인삼 사포닌 Rg3가 생성 

되었음을 재 확인 하였다.
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<표> 13C-NMR spectrum of ginsenoside Rg3

<그림> NMR을 이용한 gypenoside V의 ginsenoside Rg3 전환 산물의 구조 동정

C 20(R)-Rg3 20(S)-Rg3 Sample C 20(R)-Rg3 20(S)-Rg3 Sample

1 39.2 39.2 39.3 22 43.3 36.0 36.0

2 26.7 26.8 26.9 23 22.7 23.1 23.2

3 89.0 89.0 89.0 24 126.1 126.4 126.3

4 39.8 39.8 39.8 25 130.8 130.8 130.7

5 56.4 56.5 56.5 26 25.9 25.9 25.9

6 18.5 18.5 18.6 27 17.7 17.1 17.2

7 35.2 35.3 35.3 28 28.2 28.2 27.2

8 40.0 40.1 40.1 29 16.6 16.7 16.8

9 50.4 50.5 50.5 30 17.4 17.8 17.8

10 37.0 37.0 37.0
3-O-inn
er-Glc-
1

105.2 105.2 105.1

11 32.2 32.1 32.2 2 83.5 83.5 83.6

12 70.9 71.0 71.1 3 78.0 78.0 78.0

13 49.3 48.7 48.7 4 71.8 71.8 71.7

14 51.9 51.8 51.8 5 78.1 78.3 78.3

15 31.5 31.4 31.5 6 62.9 62.9 62.9

16 26.8 26.9 27.0
Outer-
Glu-1

106.1 106.1 106.1

17 50.7 54.9 54.9 2 77.2 77.2 77.2

18 15.9 15.9 16.0 3 78.4 78.4 78.4

19 16.4 16.4 16.5 4 71.7 71.7 71.7

20 73.0 73.0 73.0 5 78.3 78.2 78.2

21 22.8 28.2 28.3 6 62.8 62.8 62.8
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4절. 한국형 유산균을 활용한 신규 인삼 사포닌의 생성 및 대량화 공정 개발 

  가. Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 활용한 신규 사포닌의 생성

 본 연구를 통하여 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주가 발효 조건에 따라 

기존에 알려지지 않은 새로운 사포닌 전환 대사체를 생성하는 것을 관찰되었으며, 이는 

ginsenoside aglycone의 –OH기를 ketone화 시키는데서 기인한 것으로 확인되어 이들 

물질을 산업적으로 이용한다면 기존의 물질과 차별화된 새로운 기능성물질을 발굴 할 수 

있을 것으로 기대되었다.

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌의 생성

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌

 3-oxo-CK의 1H NMR spectrum 
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<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌 

3-oxo-CK의 HMBC NMR spectrum

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌

 3-oxo-PPD의 1H NMR spectrum 
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<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌 

3-oxo-PPD의 HMBC NMR spectrum

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65에 의한 신규 사포닌의 생성
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나.  Lactobacillus panaxibrevis DCY65 신규 사포닌의 소재화를 위한 

   대량화 공정 개발 

(1) 기질물질용 진세노사이드 분리

 단일 진세노사이드 Rb1과 F1을 얻기 위해, 잎 사포닌과 농축액을 사용하였다.  Crude 

Ginsenoside로부터  Silica gel column chromatography (CHCl3/MeOH= 13:1~9:1 

v/v)를 통해 정제 하였고, 분획별로 모아 TLC로 확인하였다(Fig. 6).  F1을 분리하기

위해 분획들(Fraction No.A. 19~19)만 모아 감압 농축하였고, Rb1(B)또한 이와 같은 

방법을 사용하여 얻을 수 있었다. 

<그림> 기질물질으로 사용할 ginsenoside의 분리

(2) 진세노사이드 변환 : 변환 Enzyme의 최적 활성 공정 개발

각 균주를 고체배지에서 하루 동안 배양한 후, 멸균 증류수에 현탁하여 MRS broth에 

1%씩 접종하고 24시간 동안 30℃ shaking incubator에서 160 rpm의 속도로 배양 세

포내외 효소를 각각 분리하여 진세노사이드와 반응하여, 활성을 확인한 결과 Fig.7.과 

같이 세포내효소의 활성이 높은 것을 확인할 수 있었습니다. 또한 세포내 효소의 시간, 

온도 별 활성을 확인한 결과 25~30。C 최적,48h에서 가장 최적활성 보였다.
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         A                            B                    C      

      <그림> TLC를 통한 ginsenoside F1의 변환확인

              A: The optimum temperature(25℃,30℃,37℃)

              B: The optimum time(12h,24h,36h,48h,60h)

              C: Test of the  Endo-enzyme and ex-enzyme

(3) TLC를 통한 변환확인

Lactobacillus panaxibrevis DCY65T균주의 세포내 효소와 PPT계열의 진세노사이드 

Rg1,Re,F1, Rh1 과 PPD계열의 진세노사이드 Rb1, F2, Rh2반응시켰다. 그 결과 TLC

상에서  F1과 C-K 위에서 기존과 다른 spot을 확인할 수 있었다.

                   A                            B

 그림. TLC를 통한 ginsenoside PPD 계열 사포닌과 PPT 계열 사포닌 변환 확인

A: S, S1, S2 : saponin standards

    Before reaction as control: C1, Re; C2, Rg1; C3, F1; C4, Rh1

    After reaction: 1, Re; 2, Rg1; 3, F1; 4, Rh1

B: S, S1, S2 : saponin standards

    Before reaction as control: C1, Rb1; C2,F2; C3, Rh2

After reaction: 1, Rb1; 2, F2; 3, Rh2
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(4) 변환 물질 분리 및 정제

*  3-oxo-F1, 3-oxo-CK 분리

Lactobacillus panaxibrevis DCY65T균주를  Plate에 순수 배양하여 MRS broth에 계

대하여 균을 키운 후 원심분리 후 셀을 얻었다. buffer 6.8에 녹인 후 Sonication을 5

분한 후 세포내 효소를 얻었다. 세포내 효소를 얻고, 각각 F1과 F2를 500mg을 반응 

시킨 후 Silica gel column chromatography (CHCl3/MeOH = 13:1~9:1 v/v)를 통하

여 정제하였고, TLC로 확인하였다.

1차 정제를 한 후 분리된 사포닌을 당을 제거하기위하여 Diaion HP-20을 이용, 포함

되어있는 당을 제거 2차 정제하였다. 그리고 최종적으로 300mg을 각각 얻을 수 있었

다.

<그림> F1과 F2 반응물질의 분리

A : Reacted F1 and separated unknown compound

B : Reacted F2 and separated unknown compound
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* HPLC

1차 2차 분리 정제된 각각 진세노사이드 F1,unknown spot과 CK, unknown spot을 

감압농축 한 후 HPLC를 통하여 순도를 확인하였다. 

        

     <그림> F1으로부터 생성된 미지물질의 HPLC 분석  

 

     <그림> CK으로부터 생성된 미지물질의 HPLC 분석
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(5) NMR을 이용한 구조 동정

최종적으로 unknown compounds 두 가지 물질을 정확히 동정을 하기위해서 

pyridine-d5에 녹인후 NMR로 분석 하였다.

본 실험결과, Lactobacillus panaxibrevis DCY65T균주의 세포내 효소를 사용하여 

3-oxo-F1(Fig. -A)과 3-oxo-CK(Fig.-B)를 각각 얻을 수 있었고 구조식을 아래와 

같다 (Fig. 22). 변환 될 수 있는 전환 경로를 Pathway으로 다시 확인해 보았다(Fig). 

그 결과 공통적으로 C-3에서 수소 한 분자가 이탈되면서 케톤화가 되어 -C=O기가 생

성된 것을  수 있었다. Oxgen-bearing를 가지게 되면 c의 값이 78.5에서 218정도의 

값으로 올라가게 되는데 이것이 바로 알콜기가 케톤화 되었다는 증거가 될 수 있다.

        

              A                                            B  

<그림> NMR 구조 동정을 통한 구조식 확인

A: 6a,12b-dihydroxydammar-3-one-20(S)-O- β -D-glucopyranoside(3-oxo-F1)

B: 12βß-hydroxydammar-3-one-20(S)-O-βß-D-glucopyranoside(3-oxo-CK)
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<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65T에 의한 ginsenoside F1 및 F2의 변환 

대사 경로

그 결과 6a,12b-dihydroxydammar-3-one-20(S)-O- β -D-glucopyranoside 

과 12β-hydroxydammar-3-one-20(S)-O-β-D-glucopyranoside 임을 최종적

으로 확인하였다.
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<표> 13C-NMR spectrum. 

  6a,12b-dihydroxydammar-3-one-20(S)-O- β -D-glucopyranoside

Carbon   site
Material

Carbon site
Material

3-oxo-F1 3-oxo-F1

aglycone   moiety sugar moiety
C-1 39.3 20-O-inner-Glc

C-2 33.3 C-1’ 98.2 
C-3 218.5 C-2’ 75.1 

C-4 47.7 C-3’ 79.3 
C-5 59.1 C-4’ 71.8 

C-6 66.8 C-5’ 78.2 
C-7 47.4 C-6’ 63 

C-8 41.4 

C-9 49.8 

C-10 39.3 

C-11 30.8 

C-12 70.9 

C-13 49.1 

C-14 51.4 

C-15 30.7 

C-16 26.5 

C-17 51.6 

C-18 17.3 

C-19 17.7 

C-20 83.3 

C-21 22.3 

C-22 36 

C-23 23.15 

C-24 125.9 

C-25 131 

C-26 25.6 

C-27 17.8 

C-28 31.9 

C-29 16.3 

C-30 17.8 
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<그림> 3-oxo-F1의 13C-NMR spectrum  

<그림> 3-oxo-F1의 1H-NMR spectrum  
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<그림>  3-oxo-F1의 Two methyl proton carbon spectrum 

<그림>  3-oxo-F1의 gHMBC spectrum
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  <그림> 3-oxo-F1 의 gHSQC spectrum 
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 <표> 13C-NMR spectrum 

12β-hydroxydammar-3-one-20(S)-O-β-D-glucopyranoside

Carbon   site
Material

Carbon site
Material

3-oxo-CK 3-oxo-CK

aglycone   moiety sugar moiety
C-1 39.7 20-O-inner-Glc

C-2 34.3 C-1’ 98.2 
C-3 216.4 C-2’ 75.1 

C-4 47.3 C-3’ 79.3 
C-5 55.2 C-4’ 71.6 

C-6 19.8 C-5’ 78.3 
C-7 34.3 C-6’ 62.8 

C-8 39.8 

C-9 49.6 

C-10 36.8 

C-11 31.2 

C-12 69.9 

C-13 49.4 

C-14 51.3 

C-15 30.7 

C-16 26.5 

C-17 51.4 

C-18 15.6 

C-19 15.9 

C-20 83.2 

C-21 22.3 

C-22 36.1 

C-23 23.1 

C-24 125.9 

C-25 130.9 

C-26 25.8 

C-27 17.7 

C-28 26.7 

C-29 21.2 

C-30 17.2 
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<그림> 3-oxo-CK의 13C-NMR spectrum 

<그림> 3-oxo-CK의 1H-NMR spectrum 
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<그림> 3-oxo-CK의 Two methyl proton carbon spectrum 

<그림> 3-oxo-CK의 gHMBC spectrum 
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<그림> 3-oxo-CK의 gHSQC spectrum 
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  3절. 유전공학 기술을 활용한 Minor 사포닌 대량 생산 체계 확립

 본 과제의 3협동 과제와 연계하여 균주의 최적 발효 조건을 탐색하고 이의 발효조건

을 확립하여 산업적 대량생산을 하기 위해 기초 연구를 수행 하였다. 

(1) Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 사포닌 대량 생산 system 확립

 본 과제에서는 식품에서 이용하기 위한 균주의 직접적인 이용을 이용한 발효 개념의 

사포닌 전환 뿐 아니라 화장품 및 의약품에 응용할 수 있는 소재를 대량화 하기 위하여 

인삼 사포닌 전환 활성이 뛰어난 균주로부터 활성 유전자를 클로닝하여 대량으로 발현 

시켜 물질을 전환시켜 보고자 하였다. 

특히, 본 Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 경우 C-K의 생성 뿐 아니라 신규한 

사포닌을 생성하는 능력이 검정 된 바 이를 타겟으로 하여 신규 사포닌을 대량으로 생

성할 수 있는 유전자를 발굴하고 이를 통하여 사포닌을 대량으로 생산하는 system을 

확립하였다. 분리 되어진 Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 DNA를 추출하고 사포

닌을 전환 시키는 유전자를 선발하여 클로닝을 진행 하였다. 

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 사포닌 대량 생산 system 확립
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⓵ 신규 사포닌 생성을 위한 대량 생산 system 확립

<시험방법>

3β-HSD로 명명한 본 유전자 클론은 genomic DNA로부터 polymerase chain 

reaction (PCR) with Pfu DNA polymerase 수행을 통하여 insert DNA를 얻고 이를 

Nde1 와 EcoRV를 이용하여 절단 된  pMAL-c5X vector에 ligation 하여 이를 E.coli

에 재조합 하였다. Escherichia coli BL21 (DE3)에 재조합된 recombinant 

pMAL-HSDLb1은  LB-ampicillin broth를 이용하여 37 °C하에서 OD600 0.5가 될 

때 까지 인큐베이션 한 후, protein expression을 유도하기 위하여 0.3 mM 

isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG)를 넣어 induction 시켰다. r 추가적

으로 28 °C에서 12시간 배양한 후 원심분리(5,000 x g for 20 min at 4 °C)를 통

하여 cell을 수거하였으며 이 cell은 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4, 1 

mM EDTA and 1 mM NaCl)를 이용하여 2번 세척 한 후 최종적으로 20 mM sodium 

phosphate buffer (pH 7.4)에 녹여 ulatrasonication 하여 cell을 파쇄 시켜 protein을 

용출 시켜 활용하였다. MBP-tagged fusion protein은 amylose resin column (New 

Englang BioLabs, UK)을 이용하여 정제 하였고 이는 12 % SDS-PAGE를 통하여 확

인하였다. 

<그림> 클로닝을 이용한 신규 사포닌 생성 효소의 대량 발현 

M, molecular mass marker; 1, uninduced crude extract; 2, crude extract of induced 

recombinant BL21 (DE3) cells carrying pMAL-HSDLb1; 3, pMAL-HSDLb1 after 

purification with the MBP-bind agarose resin.
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분리 된 recombinant HSDLb1 효소의 특성을 확인하기 위하여 Enzyme의 특성을 검

정하였다. metal ions에 대한 영향을 확인해 본 결과 본 enzyme은 10 mM Co2+, 

Fe3+, Cu2+ and Zn2+ 농도에서 효소활성을 저해 받는 것으로 확인 되었으며 Na+, 

K+ 에 의 해서도 저해를 받을 수 있는 것을 확인하였다.  NH4+ and Mg2+의 경우 

효소 활성을 더욱 증가시켜주는 효과를 나타내는 것으로 나타났다. 

<그림> metal ions과 chemical reagents에 의한 효소 활성 변화

C, Control; 1, no metal ions and chemical agent; 2, CoCl2; 3, MgCl2; 4, FeCl3; 5, 

NaCl; 6, CuSO4; 7, NH4Cl; 8, KCl; 9, CaCl2; 10, ZnSO4.

<그림> 온도와 pH에 의한 효소활성 변화

 

효소의 최적 온도와 pH 조건은 위의 그림과 같이 20-30 °C로 나타났으며 30 °C 

이상의 온도에서는 효소활성이 나타나지 않는 것을 확인 할 수 있었다. HSDLb1은 

transformed ginsenoside CK 를 3-oxo-CK를 확인한 모든 pH 범위에서 전환시키
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는 것을 확인 할 수 있었으며, pH 6.0 과 8.0 사이에서 가장 뛰어난 전환 활성을 가지

는 것을 확인 할 수 있었다. 따라서 본 효소의 최적 활성 조건은 10 mM Mg2+, pH 

6.0-8.0 and 30 °C 로 설정하여 활용하였다. 

생성 된 효소를 이용하여 물질을 전환 시켜 본 결과, ginsenoside CK 를 3-oxo-CK

로 전환 하는 것을 확인 할 수 있었으며, 이는 LC/MS를 통한 재검증을 통해 정성적인 

분석을 완료하였다. 
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⓶ Rg2 사포닌 생성 대량 생산 system 확립

GH3로 명명한 본 유전자 클론은 genomic DNA로부터 polymerase chain reaction 

(PCR) with Pfu DNA polymerase 수행을 통하여 insert DNA를 얻고 이를 Nde1 와 

EcoRV를 이용하여 절단 된  pMAL-c5X vector에 ligation 하여 이를 E.coli에 재조합 

하였다 Escherichia coli BL21 (DE3)에 재조합된 recombinant pMAL-HSDLb1은  

LB-ampicillin broth를 이용하여 37 °C하에서 OD600 0.5가 될 때 까지 인큐베이션 

한 후, protein expression을 유도하기 위하여 0.3 mM isopropyl-β

-D-thiogalactopyranoside (IPTG)를 넣어 induction 시켰다. r 추가적으로 28 °C에

서 12시간 배양한 후 원심분리(5,000 x g for 20 min at 4 °C)를 통하여 cell을 수

거하였으며 이 cell은 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4, 1 mM EDTA and 

1 mM NaCl)를 이용하여 2번 세척 한 후 최종적으로 20 mM sodium phosphate 

buffer (pH 7.4)에 녹여 ulatrasonication 하여 cell을 파쇄 시켜 protein을 용출 시켜 

활용하였다. MBP-tagged fusion protein은 amylose resin column (New Englang 

BioLabs, UK)을 이용하여 정제 하였고 이는 12 % SDS-PAGE를 통하여 확인하였다. 

lane 1, crude extract of uninduced BL21 (DE3) cells carrying pMAL-GH3 

lane 2, crude extract of induced recombinant BL21 (DE3) cells showing 

pMAL-GH3 lane 3, purified GH3 protein eluted from the second amylose 

column.

<그림> 클로닝을 이용한 Rg2 전환 효소의 대량 발현 
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<그림> 전환 효소의 최적 전환 조건 탐색 

효소의 최적 온도와 pH 조건은 위의 그림과 같이 20-30 °C로 나타났으며 30 °C 

이상의 온도에서는 효소활성이 급격히 갑소하는 것을 확인 할 수 있었다.  

<그림> 전환 효소의 최적 전환 조건 탐색 

 효소의 안정성 시험 결과 20-30 °C에서 비교적 높은 안정성을 보이는 것을 확인 할 

수 있었다. 따라서 본 효소의 최적 조건은 30 °C, pH 7.0로 설정하여 활용하고자 하

였다. 
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 본 효소를 이용하여 각각 Rb1과 Rg1을 반응시켜 본 결과 Rb1의 경우 Rd를 생성하

고, Re의 경우 Rg2를 생성하는 것을 확인 할 수 있었다. 이는 두 물질 모두 C-20위치

의 결합된 바깥쪽 당 1개만을 전환 시키는 활성으로 본 연구를 통해 생성 시킨 효소가 

C-20 위치에 특이적으로 작용하는 것을 의미하는 것으로 Rd 및 Rg2를 특이적으로 생

성을 필요로 할 때 유용하게 사용 될 것으로 사료된다. 

<그림> 발현 효소를 이용한 사포닌의 전환 

(2) M. esteraromaticum GS514의 사포닌 대량 생산 system 확립

⓵ bgp1을 클로닝을 통한 Rg3 생성 효소의 대량 생산 

bgp1로 명명한 본 유전자 클론은 genomic DNA로부터 polymerase chain reaction 

(PCR) with Pfu DNA polymerase 수행을 통하여 insert DNA를 얻고 이를  

pMAL-c5X vector에 ligation 하여 이를 E.coli에 재조합 하였다 Escherichia coli 

BL21 (DE3)에 재조합된 recombinant pMAL-HSDLb1은  LB-ampicillin broth를 

이용하여 37 °C하에서 OD600 0.5가 될 때 까지 인큐베이션 한 후, protein 

expression을 유도하기 위하여 0.3 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 
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(IPTG)를 넣어 induction 시켰다. r 추가적으로 28 °C에서 12시간 배양한 후 원심분

리(5,000 x g for 20 min at 4 °C)를 통하여 cell을 수거하였으며 이 cell은 20 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.4, 1 mM EDTA and 1 mM NaCl)를 이용하여 2번 

세척 한 후 최종적으로 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)에 녹여 

ulatrasonication 하여 cell을 파쇄 시켜 protein을 용출 시켜 활용하였다. 

MBP-tagged fusion protein은 amylose resin column (New Englang BioLabs, 

UK)을 이용하여 정제 하였고 이는 12 % SDS-PAGE를 통하여 확인하였다. 

                

<그림> 클로닝을 이용한 Rg3 전환 효소의 대량 발현 

lane 1,  uninduced BL21 (DE3) cells carrying pMAL-Bgp1; 

lane 2, induced recombinant BL21 (DE3) cells showing pMAL-Bgp1 expression at ∼
130 kDa; 

lane 3, amylose affinity purified pMAL-Bgp1 (∼130 kDa); 

lane 4, factor Xa digested fusion protein showing Bgp1 (∼87.5 kDa) and MBP (∼42.5 
kDa); 

lane 5, purified Bgp1 protein (∼87.5 kDa) eluted from the second amylose column.

효소의 최적 온도와 pH 조건은 위의 그림과 같이 40-50 °C로 나타났으나 40 °C 

이상의조건에서는 안정성이 급격히 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. pH의 경우 7.0 

수준에서 안정함을 확인 한 바, 본 효소의 최적 조건은 pH 7.0, 40 °C 이하로 설정하

였다.   
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<그림>  Rg3 전환 효소의 최적 전환 조건 탐색  

▲, enzyme activity. Maximum activity observed at 40°C was taken as 100%.

Δ, stability. Enzyme activity was assayed under standard conditions (pH 7.0, 20°C) 

after incubation at 40°C for 4 h at different temperatures. 

 

<그림> TLC를 통한 전환 물질의 확인  

본 효소를 이용하여 각각 Rb1과 Rd를 반응 시켜 본 결과, 모두 Rg3를 생성하는 것으

로 확인 되었다. 이는 대부분의 효소가 F2를 거쳐 C-K를 생성하는 기존의 결과와 달

리 효소학적으로도 Rg3를 생성할 수 있음을 의미하며, 일반적인 Rg3 생성 방법인 열

처리의 경우 isomer와 같은 부반응을 동반 하지만, 본 시험 효소의 경우 Rg3(s)를 선

택적으로 생산하기 때문에 효율성이 높을 것으로 기대 된다.



- 72 -

                 

<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 전환 물질의 확인  

생성 된 효소를 이용하여 물질을 전환 시켜 본 결과, ginsenoside Rb1를 Rg3로 전환 

하는 것을 확인 할 수 있었으며, 이는 LC/MS를 통한 재검증을 통해 정성적인 분석을 

완료하였다. 정량 결과 본 효소는 Rb1 1mg을 이용하여 약 0.5mg이 Rg3를 생성 하는 

바, 분자량을 감안한 수율을 계산시 90% 이상의 뛰어난 전환 효율을 나타내는 것을 확

인 할 수 있었으므로 상업적으로 유용하게 활용 할 수 있을 것으로 판단된다. 
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<그림>  기질 종류별 효소 전환 양상 확인

 더불어 F2를 기질로 이용할 경우, 특이적으로 Rh2를 생성하는 것을 확인 할 수 있으

며, 이를 통하여 본 1종류의 효소를 이용하여 기질의 달리하여 각각 Rg3와 Rh1을 모

두 생성할 수 있을 것으로 판단되었다. 

⓶ bgp1 효소의 PPT 계열 사포닌 전환 확인

Rg3를 전환 시키는데 있어서 탁월한 효과를 가진 bgp1 효소를 이용하여 인삼의 PPT 

계열 major 사포닌인 ginsenoside Re와 Rg1의 전환 효과를 확인해 보고자 하였다. 앞

선 실험과 동일한 방법으로 효소와 ginsenoside를 각각 반응 시켜보았으며 그 결과를 

분석하여보았다.

                   

<그림> bgp1의 ginsenoside Re의 Rg2로의 전환
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<그림> bgp1의 ginsenoside Rg1의 Rh1로의 전환

시험 결과 Re의 경워 Rg2로 전환 됨을 확인 할 수 있었으며, Rg1의 경워 Rh1으로 전

환 되는 것을 확인할 수 있었다. 이는 Re와 Rg1의 C-20에 결합되어진 glucose를 분

해시켜 일어날 수 있는 pathway로 PPD계열의 Rb1과 Rd의 C-20위치의 glucose를 

분해시켜 Rg3로 전환시키는 것과 동일한 기작이라고 할 수 있어, 본 효소는 C-20 위

치의 당을 떨어뜨리는데 있어서 탁월함을 다시 한번 확인하였다. 

<그림> HPLC 및 LC/MS를 통한 전환 물질의 확인 

 

정량 결과 본 효소는 Re 1mg을 이용하여 약 0.8mg이 Rg2를 생성 하는 바, 분자량을 

감안한 수율을 계산시 90% 이상의 뛰어난 전환 효율을 나타내는 것을 확인 할 수 있

었으며 Rg1을 Rh1으로 전환시에도 약 80% 전환율을 보여 상업적으로 유용하게 활용 

할 수 있을 것으로 판단된다.
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⓷ bgp3을 클로닝을 통한 C-K 생성 효소의 대량 생산 

bgp3로 명명한 본 유전자 클론은 genomic DNA로부터 polymerase chain reaction 

(PCR) with Pfu DNA polymerase 수행을 통하여 insert DNA를 얻고 이를  

pMAL-c5X vector에 ligation 하여 이를 E.coli에 재조합 하였다 Escherichia coli 

BL21 (DE3)에 재조합된 recombinant pMAL-HSDLb1은  LB-ampicillin broth를 

이용하여 37 °C하에서 OD600 0.5가 될 때 까지 인큐베이션 한 후, protein 

expression을 유도하기 위하여 0.3 mM isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside 

(IPTG)를 넣어 induction 시켰다. r 추가적으로 28 °C에서 12시간 배양한 후 원심분

리(5,000 x g for 20 min at 4 °C)를 통하여 cell을 수거하였으며 이 cell은 20 mM 

sodium phosphate buffer (pH 7.4, 1 mM EDTA and 1 mM NaCl)를 이용하여 2번 

세척 한 후 최종적으로 20 mM sodium phosphate buffer (pH 7.4)에 녹여 

ulatrasonication 하여 cell을 파쇄 시켜 protein을 용출 시켜 활용하였다. 

MBP-tagged fusion protein은 amylose resin column (New Englang BioLabs, 

UK)을 이용하여 정제 하였고 이는 12 % SDS-PAGE를 통하여 확인하였다. 

<그림> 클로닝을 이용한 C-K 전환 효소의 대량 발현 

lane 1, uninduced BL21 (DE3) cells carrying pMAL-Bgp3; 

lane 2, induced recombinant BL21 (DE3) cells showing pMAL-Bgp1 expression at ∼
130 kDa; 

lane 3, amylose affinity purified pMAL-Bgp1 (∼130 kDa); 

lane 4, factor Xa digested fusion protein showing Bgp1 (∼87.5 kDa) and MBP (∼42.5 
kDa); 

lane 5, purified Bgp1 protein (∼87.5 kDa) eluted from the second amylose column.
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<그림>  C-K 전환 효소의 최적 전환 조건 탐색  

▲, enzyme activity. Maximum activity observed at 40°C was taken as 100%.

Δ, stability. Enzyme activity was assayed under standard conditions (pH 7.0, 20°C) 

after incubation at 40°C for 4 h at different temperatures. 

효소의 최적 온도와 pH 조건은 위의 그림과 같이 20-30 °C로 나타났으나 30 °C 

이상의조건에서는 안정성이 급격히 감소하는 것을 확인 할 수 있었다. pH의 경우 7.0 

수준 뛰어난 활성을 가졌지만 안정성에서 떨어지는 것이 확인되어 활성이 높고 안정성

도 확인되는 pH6.5을 최적조건으로 확인하였다. 이에, 본 효소의 최적 조건은 pH 6.5, 

37 °C 이하로 설정하였다. 본 효소의 경우 특이적으로 NaCl 및 KCl과 같은 ion이 첨

가될 경우 보다 뛰어난 효소활성을 가지는 것을 확인 할 수 있었으며 NaCl 10mM 첨

가시 약 10%의 효소 활성 증대를 확인한 바 효소의 활성을 보다 극대화 시키기 위하

여 이를 첨가하여 반응에 활용하였다. 

<표> Metal ion에 따른 효소 활성도 

Metal ion or reagent (10 mM) Relative activity (%)
NaCl, 111
KCl 110
CaCO3 117
MnSO4 100
FeSO4, 100
MgSO4 106
SDS 4
Control 100



- 77 -

<그림> bgp3 기질 종류별 효소 전환 양상 확인

 본 효소를 이용하여 각각 Rb1과 반응 시켜 본 결과, 시간에 따라서 2가지 화합물이 

확인되었으며, 반응 1시간 이후에는 모두 C-K로 판단되는 물질로 전환되었으며 이를 

LC/MS를 통하여 C-K로 검증하였다. 

 

           

<그림> bgp3에 의한 C-K 생성 확인
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<그림> bgp3 기질 종류별 효소 전환 양상 확인

시험결과 1 mg ml-1 Rb1을 이용하여 반응 한 결과 약 15분 후 0.33 mg ml-1 Rd 

와 0.139 mg ml-1 compound K로 전환 시켰으며, 30분 후  0.126 mg ml-1 Rd 

와 0.320 mg ml-1 compound K로 전환됨이 확인되었다. 최종적으로 Rb1 과 Rd는 

모두 분해가 완료 되었으며 0.460 mg ml-1 compound K 가 형성되는 것을 확인 할 

수 있었다. 즉,  Bgp3는 1 mg ml-1의 Rb1을 0.460 mg ml-1 로 전환 시킬 수 있으

며 이는 분자량을 기반으로 한 수율로 계산하였을 때 95% 이상의 전환율을 가지는 것

으로 C-K생성에 있어 매우 뛰어난 효소임이 확인 되었다. 
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 다. 개발 된 제조 공정의 상업성 분석

  ⓵ Ginsenoside Rg2 및 C-K의 대량 생산 및 생산성 비교 분석

 본 연구에서 개발된 균주 및 효소를 통하여 Rd, Rg2, Rg3, Rh1, C-K 및 새로운 사포

닌인 oxo-CK의 minor 사포닌을 대량으로 전환 시킬 수 있는 효소를 개발 하였다. 최근 

다양한 연구를 통하여 C-K를 생성하는 방법에 대한 연구가 지속적으로 이루어 지고 있

지만 특이적 물질을 각각으로 전환 시킬 수 있는 개별 효소의 개발이나 방법은 개발 된 

사례가 미비한 실정이다. 

 특히, 식품 첨가물로 이용하는 상업효소를 이용하였을 때, F2와 C-K의 전환이 가능하

지만 효소를 대량으로 사용해야한다는 점에서 비효율적이라 할 수 있다. 더불어 이들 효

소의 경우 사포닌 전환 효소로 개발된 효소가 아닌 pectin의 분해 효소로 기질특이적 반

응이 아닌 side effect로 볼 수 있는 문제점을 가지고 있기도 하다. 따라서, 인삼 사포닌

을 전환시키기 위하여 개발 한 본 개발 효소의 가치가 더욱 뛰어날 것으로 판단되어진다. 

 본 연구에서는 생산된 효소와 기존에 존재하는 상업효소간의 비교분석을 통하여 상업적 

타당성을 확인해 보고자 하였다. 

<표> 상업효소와 생산 효소의 비교를 통한 경제성 분석

기존에 C-K와 F2를 생성한다고 잘 알려진 Pectinex와 viscozyme을 이용하여 인삼의 

minor 사포닌을 생성 했을 때와 본 연구를 통하여 생산한 효소를 이용하여 minor 사포

닌을 생성 하였을 때의 비교를 위하여, ginsenoside Rb1 100mg을 500ml에 녹인 후, 

Enzyme을 각각 처리하였을 때, 생성되는 최종 물질의 양과 소요 비용을 확인하여 보았

다. 

그 결과 pectinex를 이용하여 Rb1을 전환 시킬 경우 약 100mg 으로부터 19mg의 

C-K를 생성할 수 있었으며 viscozyme을 이용하였을 때는 20mg의 F2를 생성 시킬 수 

있었다. 이때의 enzyme 사용량에 따른 비용은 약 25,000원 수준으로 조사 되었다. 본 

연구 개발 효소를 이용할 경우 각각 Rg3 45mg과 C-K 41mg을 생성 할 수 있어, 기존 

효소 대비 2배 이상의 효율성을 나타내는 것은 물론 효소의 양을 1/10 수준으로 절대적

으로 줄일 수 있어 소요되는 효소 원가가 약 5,000원 수준으로 기존 대비 1/5로 줄어드

는 것을 확인 한 바 상업적으로도 매우 유용하게 활용할 수 있을 것으로 기대 되었다.  
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 5절. 인삼 사포닌 전환 물질의 산업화 개발 

 1. 기능성 미생물 발효 제품 개발 프로세스 확립

 (1) 개발 미생물 효소 Bgp1을 활용한 Rg3 및 Rh1 강화 농축액의 생산

 

  본 연구에서는 개발 된 bgp1 효소를 이용하여 Rg3를 대량으로 생산하고 이의 기능성을 검정하고

자 하였다. 본 세부과제에서 개발된 효소를 3협동과제와 연계 하여 홍삼 농축액으로부터 기능성 물

질을 생산하였으며 이를 2세부 과제에서는 이용하여 효능을 확인 하였다.

<그림> 홍삼 농축액과 bgp1과의 반응을 통한 사포닌의 전환

 TLC를 통하여 확인한 결과로 기존의 홍삼의 농축액에 존재 하였던 ginsenoside Rg3의 양이 효소

에 의하여 증가함을 확인 할 수 있었으며, PPT 계열의 Rh1의 양이 증가함을 알 수 있었다. 이는 

앞서 확인하였던  단일 물질을 bgp1 효소로 처리했을 때의 결과와 유사한 것으로, 홍삼 농축액의 

포함되어진 PPD 계열의 사포닌이 Rg3로 전환되고 Rg1과 같은 PPT 계열의 사포닌의 경우 Rh1으

로 전환 되었기 때문으로 판단되어진다. 본 연구팀에서는 bgp1과의 반응을 통해 전환 된 농축액의 

사포닌의 전체적인 profile을 분석하고자 하였으며, 이를 통하여 단일 물질 수준 뿐 아니라 농축 및 

추출물에도 효과적인 전환 능력을 갖는지 확인하였다. 
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<그림> 홍삼 농축액과 bgp1과의 반응을 통한 사포닌의 분석

분석결과 TLC의 패턴과 같이 존재하는 major 사포닌이 감소하고 minor 사포닌이 증가함을 알 수 

있었다. 홍삼 농충액의 대다수를 차지하던 Rb1의 양이 전환을 통하여 급격하게 줄어들었으며, 반대

로 Rg3의 양이 기존 대비 2배 이상 증가함을 확인 할 수 있었다. 더불어 Rg2와 Rh1의 양 또한 기

존 대비 3배 이상 증가함을 확인한 바 본 효소가 minor 사포닌 생성에 있어서 충분한 역가를 가지

고 있음을 재검증할 수 있었다. 



- 82 -

2. 한국형 미생물을 활용한 인삼 발효 추출물 개발 

(1) Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 활용한 C-K 강화 농축액의 생산

 본 연구에서는 앞서 분리한 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 단일 물질 수준에서 뛰어난 사포

닌 전환능력을 가져 C-K를 생성 할 수 있는 것을 확인하였다. 따라서, 이를 이용하여 인삼 추출물

을 전환 시킬 수 있는지 확인하기 위하여 균주배양시 홍삼농축액을 첨가하여 사포닌 전환이 일어나

는지 확인해 보고자 하였다. 홍삼 농축액 5% 수용액을 멸균한 수용액과 균주가 잘 생장할 수 있게

하기 위하여 홍삼 농축액 5% 수용액에 탄소원 소량 첨가하여 일주일 간 발효 시켜 생성 물질을 비

교하였다. 

 

<그림> 홍삼 농축액과  Lactobacillus panaxibrevis DCY65과의 반응을 통한 사포닌의 전환

C: 홍삼 농축액, 1: 홍삼 농축액5% 수용액, 2: 홍삼 농축액 5% + 탄소원

 시험 결과, 위의 그림과 같이 같은 균주를 접종하여 발효를 진행 하였음에도 불구하고 C-K의 생성양상이 

다른 것을 확인 할 수 있었다. 이는 단순 5% 홍삼 농축액을 이용하였을 경우에는 균주가 원활이 생장하지 못

하고 이로 인하여 사포닌을 전환 시킬 수 있는 균주의 효소가 충분히 생성되지 못하였기 때문으로 사료된다. 

홍삼 농축액 5% + 탄소원을 첨가한 처리구의 경우 Rb1과 같은 major 사포닌이 충분히 가수 분해 된 것을 

확인 할 수 있으며, F2와 C-K가 다량으로 형성 되는 것을 확인하였다. HPLC를 통하여 C-K와 F2의 함량

을 분석하여 본 결과 F2는 기존 0.3mg에서 1.2mg으로 증가함을 확인 하였으며, C-K의 경우 기존의 홍삼 

농축액에서 검출되지 않았던 것에 비하여 2.4mg이 형성된 것을 확인할 수 있었다. 
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<표> 일반홍삼(RG)과 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 발효홍삼(FRG)의 

사포닌 함량 분석

(2) Lactobacillus panaxibrevis DCY65 이용한 C-K 강화 발효 홍삼 농축액 시제품

  제조방법 확립

 

 [연구 목적]

  Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 이용하여 compound K가 증강된 

 발효홍삼제품 시제품 제조

   (가) 추출 조건 확립 : 용매와 온도에 따른 최적 방법 검토

   (나) 여과 조건 확립 : 여과/원심분리/Trap Filter 등 고려

   (다) 농축 조건 확립 : 진공감압건조기를 통한 최적의 농축 조건 확립

   (라) 보관 조건 확립 : 분말/액상 제형의 온도에 따른 보관방법 개발

   (마) 안전성 검사 : 잔류농약검사, 중금속 검사, 미생물 검사

   (바) 유통기한 설정 

   (사) 패킹단위 설정 및 디자인 개발

   (아) 공전에 준한 제품 품질검사 

　 RG (발효 전) FRG (발효 후)

Rg1 0.72 ± 0.01 0.1 ± 0.01

Re 1.18 ± 0.01 0.21 ± 0.01

Rh1 0.3 ± 0.02 0.66 ± 0.02

Rb1 3.57 ± 0.01 0.82 ± 0.01

Rc 2.96 ± 0.01 0.56 ± 0.01

Rb2 1.6 ± 0.01 0.11 ± 0.01

Rd 1.27 ± 0.01 0.9 9± 0.01

Rg2 0.11 ± 0.02 0.54 ± 0.02

Rg3 0.64 ± 0.01 1.24 ± 0.01

F2 0.31 ± 0.0 1.44 ± 0.0

Rf 0.63 ± 0.01 0.37 ± 0.01

C-K ND 2.4 ± 0.01
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   (가) 추출 및 발효 조건 확립 

  본 실험에서는 홍삼의 추출 조건에 따른 홍삼 추출물의 제조공정을 비교하여, 최적 조

건을 확립하고자 하였다. 산업 현장에서 사용 되는 추출기을 이용하여 홍삼 추출물의 용

매와 온도를 고려하였다. 통상적으로 식약청에서 허용하는 용매는 물과, 주정(알코올)을 

추출용매로 허용하고 있다. 물은 사용이 용이한 점이 있지만 식수관리 등의 정도 관리가 

필요하고 주정 (알코올)에 비해 추출 수율이 떨어지며, 끓는점이 높기 때문에 가열  추

출을 한다면 고비용의 에너지 사용이 요구되는 단점이 있다. 반면에 주정(알코올)의 경

우는 초기 구매 비용을 감안하면 물에 비해 추출수율도 매우 우수하며 정도 관리가 용

이하다. 또한 추출 후 농축시 회수가 가능해 재사용이 가능해지므로 초기 구매 비용의 

부담을 없앨 수 있으며, 물보다 끓는점이 현저하게 낮기 때문에 가열 추출시 저에너지의 

비용이 들어가므로 물에 비해 비용 절감이 탁월하게 우수하다. 그러나 발효에 있어서 주

정(알코올) 추출물에 있어서 발효미생물의 생육에 영향을 미친다. 그래서 홍삼의 추출조

건은 물을 사용, 80∼85℃로 최적 조건을 확립하였으며, 균주의 발효시 1세부과제에서 

개발한 균주 발효 방법을 활용하였다.

⓵ Bioreactor system을 이용한 생물전환 발효 조건 확립  

 Bioreator를 이용한 대량생물전환의 미생물의 발효조건 확립 및 발효생산성 분석은 사

포닌 생산의 최적조건을 확립하기 위하여 한방바이오(주)에서 개발한  2L, 18L 

Bioreator를 사용하였다. 

             

         

<그림> 개발 미생물의 대량 배양을 위한 Bioreactor system
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  <배양 조건의 확립>

    ➀ 대량배양시스템을 위하여 온도를 조절할 수 있는 공간 필요하다. 

    ➁ 실험실 수준의 배양시설이 되게 위해서 8~10평 정도의 배양실을 준비하여야 하며, 

      균주 효소를 접종할수 있는 5∼6평의 접종실, 4평정도의 배지조제 및 오토클레이브   

        (autoclave, 멸균기)실, 세척 및 준비실(증류수 채취기 등)이 필요하다.

    ➂ 배양실은 냉·온풍기를 이용하여 22-25 oC를 유지하였다.

<표>  Bioreactor system을 이용한 생물전환 발효 공정도
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No. 공정 순서 공정 내용

1 준비

18L배양통 준비(18개

1세트)

정제수를 이용하여

홍삼농축액을 5%

농도로 희석

2 Autoclave
배양에 이용할 Bioreactor 멸균

(121℃ 15분)

3 접종
Lactobacillus panaxibrevis DCY65균주를

최종농도 1%로 접종

4 배양

온도와 습도를 조절할 수 있는

배양실에서

30℃에서 72시간동안 배양

5 진세노사이드 변환확인

일정 조건에서 배양되어진 배양액을

HPLC 분석을 통하여 진세노사이드

전환여부 및 정량 확인

6 수확 발효 된 배양액 수확

7 농축
수확된 배양액을 대형 감압농축기를

이용하여 농축(고형분 60~65%)

8 정량분석
발효홍삼 농축액 Rg1+Rb1함량 및

희귀진세노사이드 Rh2 / C-K 향량 확인

9 출하 제품원료로 사용
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<그림>  Bioreactor system을 이용한 사포닌 전환 시험 

1세부 과제와 연계하여, 발효 최적 조건을 확립하였으며 그결과는 Rb1과 같은 major 사포

닌이 충분히 가수 분해 된 것을 확인 할 수 있으며, F2와 C-K가 다량으로 형성 되는 것을 확인하

였다. HPLC를 통하여 C-K와 F2의 함량을 분석하여 본 결과 F2는 기존 0.3mg에서 1.2mg으로 

증가함을 확인 하였으며, C-K의 경우 기존의 홍삼 농축액에서 검출되지 않았던 것에 비하여 

2.4mg이 형성된 것을 확인할 수 있었다. 

             

<표> 발효 홍삼 추출물의 온도 및 시간 조건 별 수율 측정

온도       시간 4시간 6시간 8시간 10시간

60~65℃ 50% 54% 60% 60%

70~75℃ 54% 60% 63% 63%

80~85℃ 57% 62% 65% 65%

90~95℃ 60% 63% 65% 65%

   (나) 여과 조건 확립 

 발효홍삼추출물의 여과 조건 확립에 있어 여과, 원심분리, Trap filter 등을 조사하고 

현 국내 공장에서 사용하는 여과 제조조건에 적용에 본 결과 현재 추출공장에서 널리 

사용하고 있는 원통형 하우징방식의 여과를 이용하여 여과를 실시하였다. 사용하는 필터

는 1차 메쉬망 필터로 100 메쉬, 2차 부터는 micro filter로 100∼150 micro 그리고 

최종적으로 25 micro 이하로 사용하는 여과조건을 확립하였다.

　 RG (발효 전) FRG (발효 후)

Rg1 0.72 ± 0.01 0.1 ± 0.01
Re 1.18 ± 0.01 0.21 ± 0.01

Rh1 0.3 ± 0.02 0.66 ± 0.02
Rb1 3.57 ± 0.01 0.82 ± 0.01
Rc 2.96 ± 0.01 0.56 ± 0.01

Rb2 1.6 ± 0.01 0.11 ± 0.01
Rd 1.27 ± 0.01 0.9 9± 0.01

Rg2 0.11 ± 0.02 0.54 ± 0.02
Rg3 0.64 ± 0.01 1.24 ± 0.01

F2 0.31 ± 0.0 1.44 ± 0.0
Rf 0.63 ± 0.01 0.37 ± 0.01

C-K ND 2.4 ± 0.01
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   (다) 농축 조건 확립 

 발효홍삼추출물의 농축조건은 현 제조공장에서 사용되고 있는 농축방식에 적용하여 생

산한 결과 양호한 것으로 나와 진공 환류냉각방식으로 추출액을 용기에 넣고 일정한 온

도와 압력(농축온도 : 60℃이하, 감압 : 800~950mm/Hg)을 유지시켜 증발하는 증기를 

환류 냉각장치로 유입시켜 냉각수에 의해 증기를 응축시켜 외부로 배출되고 추출물만 남

게 되는 방식으로 확립하였다.

   (라) 보관 조건 확립 

   식품의 보관이란 그 품질이 오랫동안 변지 않도록 유지 시키는 것을 말한다. 여기서 

품질이란 성분상 품질과 기호성 품질 모두를 말한다. 그러므로 유효성 부분과 미생물 생

육조건 등을 고려하여 보관 방법을 식품공전, 건강기능식품공전, 그리고 현재 사용 되고 

있는 원료 및 제품 포장 등을 고려하여 설정하였다. 분말의 보관방법은 수분 함량이 8%

이하이므로 (평균 3% 이하) 직사광선이 침투하지 못하는 포장에 온도는 상온(15∼2

5℃) 보관이 비용부분까지 고려해서 최적이며 액상제형은 원료는 벌크타입을 포장하는 

포장이 밀봉 부분에서 아직 완전하지 못하여 냉장(0∼5℃, 식품기준은 10℃ 기준)보관

이 최적이며 제품화 하였을 시에는 제품의 제조공정과 밀봉포장을 고려하여 상온 보관

한다.

(마) 안전성 검사 : 잔류농약검사, 중금속 검사, 미생물 검사

  발효홍삼농축액의 농약잔류성을 조사하기 위해서 식품공전(2014)의 시험법에 따라서 

34종에 대한 농약잔류시험 분석을 한 결과 시험항목 등을 전혀 검출이 되지 않았다

<표> 발효홍삼농축액의 농약잔류시험

시험항목 기준규격 결과 판정

DDT(ppm) 0.1 and less Not detected Pass

Metalaxyl(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Aldrin&Dieldrin 0.1 and less Not detected Pass

BHC(ppm) 0.1 and less Not detected Pass

Endrin(ppm) 0.1 and less Not detected Pass

Carbendazim(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Quintozene(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

Difenoconazole(ppm) 0.5 and less Not detected Pass

Cypermethrin(ppm) 0.3 and less Not detected Pass

Azoxystrobin(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Tolyfluanid(ppm) 0.01 and less Not detected Pass
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식품공전(2014)의 시험법에 따라서 홍삼으로부터 추출하여 농축한 발효홍삼농축액의 

금속  함유여부를 조사하기 위해서 4종의 납(Pb), 비소(As), 카드뮴(Cd), 수은(Hg)의 

잔류성을 분석하였다. 그 결과 위 4가지 중금속은 발효홍삼농축액에서는 기준치 이상으

로는 검출이  되지 않았다. 

<표> 발효홍삼농축액의 중금속 성분분석

시험 항목 시험기준 시험결과

납(Pb) 1.0 mg/kg 이하 불검출

비소(As) 1.0 mg/kg 이하 불검출

카드뮴(Cd) 1.0 mg/kg 이하 불검출

수은(Hg) 1.0 mg/kg 이하 불검출

Tolclofos-methyl(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

lminoctadine(ppm) 0.5 and less Not detected Pass

Pyrimethanil(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

Fenhexamid(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Cyazofamid(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

Cyprodinil(ppm) 5.0 and less Not detected Pass

Kresoxim-methyl(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

Diethofencarb(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Carbosulfan(ppm) 0.3 and less Not detected Pass

Trifloxystrobin(ppm) 0.2 and less Not detected Pass

Pencycuron(ppm) 0.7 and less Not detected Pass

Ethylenebis(dithocarbamate)

s(ppm)
0.3 and less Not detected Pass

Fludioxonil(ppm) 3.0 and less Not detected Pass

Cyfluthrin(ppm) 0.3 and less Not detected Pass

Chloothalonil(ppm) 0.1 and less Not detected Pass

Tefluthrin(ppm) 0.1 and less Not detected Pass

Fluquinconazole(ppm) 0.2 and less Not detected Pass

Cymoxyanil(ppm) 0.2 and less Not detected Pass

Tebupirimfos(ppm) 0.01 and less Not detected Pass

Flutolanil(ppm) 1.0 and less Not detected Pass

Thifluzamide(ppm) 2.0 and less Not detected Pass

Dimethomorth(ppm) 0.2 and less Not detected Pass

Cadusafos(ppm) 0.1 and less Not detected Pass
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<표> 발효홍삼농축액 미생물 검사

시험 항목 시험기준 시험결과 판정

대장균군 음성이어야 한다 음성 적합

세균수 3000 cfu/ml 이하 0/ml 적합

  발효홍삼농축액의 안전성 조사를 위해서 그람 음성 세균인 대장균군과 일반세균을 조

사하였다(식품공전 2014). 발효홍삼농축액을 멸균증류수에 처리한 후 각 단계 희석액 1 

ml를 접종한 대장균군 건조필름배지에 접종한 후 잘 흡수시키고, 36±1℃ incubator에

서 24시간 배양하였다. 필름에 생성된 붉은 집락 중 주위에 기포를 형성하고 있는 집락

수를 조사한 결과 발효홍삼농축액에서는 전혀 대장균군 및 세균군이 검출되지 않았다. 

이를 바탕으로 시제품 생산을 위한 제조공정서를 작성하였으며 제조공정서 내용은 아래

와 같으며 농축앳 시제품은 아래의 사진과 같다.

<표> 발효 농축액 제조 공정서

원료선별 및 

칭량

1.원료의 이물 등을 선별한다.

2.원료확인 후 비율에 맞게 칭량한다.

*검사성적서, 원산지 

증명서, 경작확인서 

확인

추  출
1.칭량한 원료를 추출기에 넣고 물을 일정 비율 투입한 후 

75~80℃의 온도에서 8시간 추출한다.(4회 반복 추출)

*추출기

*주정계

여  과 1.추출액을 백필터와 카트리지 여과필터를 이용하여 여과한다. *하우징

농  축 1.추출한 액을 감압농축한다.(60℃이하, 800~950mmHg) *농축기

살  균 1.농축한 홍삼농축액을 80~90℃에서 1시간 정도 살균한다.

발  효
1.홍삼농축액을 일정 Brix까지 낮춘 후 효소 및 발효균을 투입

하여 발효시킨다.
*발효조

멸  균 1.발효가 완료된 액을 온도 95~100℃에서 1시간 멸균한다.

농  축 1.멸균한 액을 일정 Brix 까지 농축한다.(60~65Brix) *농축기

충  전 1.일정 용기(PE, 유리병)에 자동 충전한다. *전자저울
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발효홍삼농축액 100g×2병(목함)

   < 공전에 준한 제품 품질검사 >

 발효홍삼농축액제품은 성상이 갈색의 액상제품으로서 이미, 이취가 없어야하고 건강기능

식품으로서 인정을 받기 위해서는 일정수준이상의 사포닌(ginsenoside Rg1과 Rb1, Rg3

의 합(2.4 ~ 34 mg/g)이 함유되어 있어야 한다. 또한 대장균군은 음성이여야 하며, 세균

수는 3000cfu/ml 이하이어야 한다. 발효홍삼농축액제품의 기준규격 시험을 분석한 결과 

모두 만족하는 결과을 얻을 수 있었다.

포  장 1.충전한 발효홍삼농축액을 포장한다.

검  사
1.건강기능식품공전에 준하여 자가품질검사를 실시한다.

 (검사항목:성상, 진세노사이드Rb1+Rg1합, 대장균군, 세균수)

출  하 1.자가품질검사에 적합한 제품에 한하여 출하한다.
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 <표> 발효홍삼농축액 제품의 기준규격시험분석 

시험 항목 시험기준 시험결과 판정

성상
고유의 색택과 양미를 가지며

이미․이취가 없어야 함

흑갈색의 점조성 액상제품으

로 이미․이취가 없음
적합

Rg1과 Rb1, Rg3의

합
표시량(4 mg/g)의 80%이상 4.4 mg/g 적합

대장균군 음성 음성 적합

세균수 3000 cfu/ml 이하 0/ml 적합
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(3) 한국형 유산균의 발효를 통한 발효홍삼 제조 최적화 공정 확립 및 시제품 개발

한국형 유산균 및 발효방법을  생성이  이미 시장 수요가 높은 ginsenoside C-K를 과

제를 통해 우선 생산하고 이를 최적화 하였다. 

가. 홍삼건강기능성제품 제조를 위한 formula 개발 

   한국형 미생물 발효에 의하여 전환된 CK를 고함유하고 있는 발효 홍삼 및 홍미삼 추출물

숙성농축액, 홍삼동체추출물을 주성분으로 하고 여기에 아가리쿠스, 건강, 대추, 황기, 당

귀 등의 약제 추출물과 타우린, 식이섬유 및 4가지 비타민을 첨가한 건강기능성식품용 시제

품을 개발하였다. 당류는 열량이 적은 기능성 당류인 말티톨과 아세설팜-칼륨을 사용하였

다. 

Table.  Formula for health functional product of red ginseng with high 

concentration of  ginsenoside CK.  

Component Content(㎎/EA)

6 years Red ginseng extract 1,500

 Red ginseng/Plum mature extract 1,280

Red ginseng Root extract 500

Agaricus extract 800

  Ginger extract(solid 60%) 30

Jujube extract(solid 60%) 770

Astragali Radix extract(solid 60%) 450

Angelicae Gigantis Radix extract(solid 60%) 750

Taurine 300

Fiber 500

Vitamin B1 0.7

Vitamin B2 0.8

Nicotinic acid amide 8

Vitamin B6 1

Guar gum 30

D-Maltitol 8,000

Acesulfame Potassium 13
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시제품 개발 제형 

제품명 제형 규격

발효홍삼정환 환 3.75g*30

발효홍삼농축액 농축액 240g

발효홍삼농축분말 농축분말 30g*2병

발효홍삼음료 액상 100ml

발효홍삼캡슐 캡슐 500mg
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나. 시제품의 생산 및 안전성 검사

   시제품의 유통기간과 안전성 검사를 위해서 37℃ incubator에 보관하면서 호기성 세

균수 측정용과 대장균군 측정용 film(3M, USA)을 이용하여 3개월간 균수생장을 조사하

였다. 그 결과 제품의 3개월간의 처리 후에도 맛과 향, 색상, 산도 등의 변화는 없었으며, 

균증식도 관찰되지 않아 안정성과 안전성에는 전혀 문제가 없었다(Table, Table ). 

 Table . Physiochemical stability of a prototype

Distribution Basis
36℃ incubation

One month later Two months later Three months later

Taste ․ ○ ○ ○

Fragrance ․ ○ ○ ○

Color ․ ○ ○ ○

pH ․ 4.51 4.51 4.52
  

 * ○ : Excellent, △ : Good, × : Imbalance.

Table . Microorganism analysis for expiry date setting of a prototype

Distribution Basis

36℃ incubation

One month later Two months later
Three months 

later

Coliform Group negative negative negative negative

Standard plate 

count (cfu/ml)
100 and less ND ND ND

 *ND : Not detected.
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 2. 미생물에 의한 인삼 발효 물질의 기능성 검정

 (1) Lactobacillus panaxibrevis DCY65 및 bgp1를 활용한 C-K 강화 농축액의 효능효과

 

  ⓵ 세포 배양

 

  MC3T3-E1 세포(CRL-2953, American Type Culture Collection, Manassas,Virginia, USA)

는 증식유도 배지[growth medium, GM; α-minimal essential medium (α-MEM; LM 00853, 

WelGENE, Daegu, Korea), 10% fetal bovine serum(FBS; S001-01; WelGENE)과 penicillin 

/streptomycin 100 unit/ml, 100mg/ml (LS202-02, WelGENE)]에서 배양하였다. 세포 분화를 

유도하기 위하여, confluent 상태로 배양된 세포를 분화유도 배지[differentiation medium, DM; α

-minimal essential medium(α-MEM, LM 00801; WelGENE), 10% FBS, 

penicillin/streptomycin 100 unit/ml, 100 mg/ml, ascorbic acid 50 mg/ml (Sigma Co, St 

Louis, MO, USA), 10mM β-glycerophosphoric acid disodium salt(5mmol/L; Sigma Co)]에

서 배양하였으며, 약물의 분화 효과를 검정하기 위해 세포에 전환 전 후의 홍삼 농축액분말화 하여 

각각 처리하였다.

⓶ 조골세포 증식율 측정 및 ALP 효소 활성 측정

<세포 증식율 측정>

분말화 전환 홍삼 농축물의 농도 별 처리에 따른 조골세포의 성장 속도는 MTT colorimetric 

assay 를 이용하여 측정하였다. well plate에 50,000 cell/cm 2의 농도로 조정하여 분주한 후, 

DMSO에 용해된 각 시료를 최종농도 0, 1, 10, 100ug/ml 로 처리하여 3일 동안 배양하였다. 

MTT 시약(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolim bromide, M2128, Sigma 

Co)을 각 well에 20 mL(5 mg/mL in PBS)씩 첨가한 후 4시간 더 배양하였다. 그 결과 생성된 

불용성의 formazan 결정을 용해시키기 위하여 배지를 제거하고 DMSO를 100 mL 첨가하여 실온

에서 20분 동안 흔든 후, ELISA reader(Bio Rad iMark Microplate Reader; Bio-Rad, 

Richmond, CA, USA)를 이용하여 570 nm에서 흡광도를 측정하였다

< ALP 효소활성 측정 및 콜라겐 생성량 측정>

분말화 전환 홍삼 농축물의 농도 별 처리에 따른 조골세포의 성장 속도는 MTT colorimetric 

assay 를 이용하여 측정하였다. well plate에 50,000 cell/cm 2의 농도로 조정하여 분주한 후, 

DMSO에 용해된 각 시료를 최종농도 0, 1, 10, 100ug/ml 로 처리하여 7일 동안 배양하였다.  배

양이 끝난 세포는 배양액을 제거한 후 Tris-buffered saline (TBS; 50 mM Tris, pH 7.4, 150 



- 97 -

mM NaCl)용액으로 3회 세척한 후, 각 well에 100 mL의 lysis용액(10 mM Tris, pH 7.4, 0.5 

mM MgCl2, 0.1% Triton X-100)을 가하고, 세포를 scraper로 수집한 후 초음파 분산기(Fisher 

Dismembranator; Fisher Scientific, Pittsburgh, PA, USA)를 이용하여 40% 강도로 음파처리 하

였다. 그 후, 세포를 4°C 12,000ｘg 에서 10분간 원심분리 하였으며, 96 Well plate에 상층액을 

20 mL씩 각각 분주한 후, 100 mL 의 working assay solution을 넣고 37°C 에서 15분간 반응

시켰다. 반응 후 NaOH 용액(200 mM)을 80 mL씩 넣고 405 nm에서 흡광도를 측정하였으며, 동

일한 cell에 물질을 농도 별로 처리 한 후  14일 배양 세포로부터 Sirius Red-based 

colorimetric assay 방법을 활용해 콜라겐 양을 측정하여 확인하였다.. 

<그림> 전환 홍삼 농축액 처리가 세포 활성도 및 ALP 활성에 미치는 영향  

 조골세포주의 증식은 전환 홍삼 농축 분말을 농도 별로 처리하였을 때, 대조군에 비하여 증식률이 

유의하게 높아 지는 것을 확인할 수 있었으며 ALP 활성 또한 물질의 처리시 유의적으로 증가함이 

확인되었다. 더불어 물질 처리에 따라 조골세포 내의 콜라겐 양이 증대 되는 것을 확인 한 바, 

bgp1에 의해 전환된 홍삼 농축액이 골다공증에 효과가 있을 수 있는 것을 확인하였다. 

<그림> 전환 홍삼 농축액 처리가 조골세포의 콜라겐 생성에 미치는 영향  
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⓷ Alizarin-red 염색법에 의한 석회화 형성도 검사 

  MC3T3-E1 세포주를 50,000 cell/cm2 농도로 96well plate에 분주하여 4~5일간 배양한 다음, 

GM, DM배지 에서 DMSO 및 0.1, 10, 100 ug/ml 농도의 OA, OAA, OAM 을 처리하여 14일간 

배양하였다. 그 후 PBS로 2번 세척한 뒤 Alizarin red solution (40 mM, pH 4.2)을 처리하여 실

온에서 1시간 동안 고정시킨 후, 현미경으로 관찰하였다.

 시험 결과, 다음과 같이 물질 처리에 따라 농도 의존적으로 석회화가 이루어짐을 확인 할 수 있었

다. 특히, 처리 전 10ug/ml 처리 농도에서 처리 전 대비 150% 이상의 효과를 보이는 바, 뛰어난 

골다공증 억제 효과를 확인할 수 있었다. 
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⓸ RT-PCR를 이용한 유전자 발현 분석

 골형성은 여러 단계의 분자생물학적 과정에 의하여 이루어지며, 골 관련 유전자들의 발현에 의하여 

조절된다. 골형성 과정의 초기에 교원질이 침착되어 세포외 기질을 형성한 후 ,비교원성 단백질을 

침착시키고 수산화인회석으로 석회화가 일어나게 되는데, 이 과정에서 전환된 홍삼을 처리하게 되면 

기존대비 발현 양상을 확인 할 수 있어 골 형성이 촉진 시킬 수 있을 것으로 사료된다.  
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(2) Lactobacillus panaxibrevis DCY65로부터 생산된 신규 사포닌의 생성 및 효능확인

 Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주와 발효 조건을 활용하여, 생산 된 신규 사포닌의 분리 

및 이의 기능성을 검정하기 위한 연구를 수행하였다.  

<전환 신규 물질의 분리>

  1세부로부터 전달받은 전환물을 10 g에 대하여 silica gel column 

chromatography (c.c.) (CHCl3 –MeOH = 14:1 → 9:1 → 100% MeOH)를 실시하

여, 새로운 ginsenoside를 분리하였다.

<그림>  Lactobacillus panaxibrevis DCY65 전환 신규 물질의 분리
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<그림>  전환 물질의 NMR 구조 동정

 구조 동정 결과 본 화합물은 C-K위치의 C-3의 수산기가 ketone화 된 3-oxo-CK로 구조 동정 

되었으며, 기존에 잘 알려지지 않은 특수 화합물임을 확인하였다. 따라서, 본 과제에서는 본 화합물

의 활용성을 증대 시키기 위하여, 기능성 검정 시험을 진행하고자 하였다.
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<신규 화합물의 항염증 활성 검정>

⓵ RAW264.7 세포배양

RAW264.7 마우스 대식세포주를 FBS (10%), penicillin (100 U/mL)와 streptomycin 

sulfate (100 μg/mL)가 함유된 RPMI 1640배지를 사용하여 37℃, 5% CO2 배양기 

에서 배양하였다.

⓶  세포 독성 시험

3-oxo-CK에 대한 세포독성을 알아보기 위하여, WST assay 방법을 실시하였다. 

RAW264.7을 96well plate에 1.5 x 104 cell/well 씩 동일하게 계수하여 분주한 후, 

37℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 24시간 동안 배양하였다. 이후. 물질을 농도로 희

석하여, 각 농도별씩 40㎕를 취하여 DMEM 배지와 혼합한 뒤, 각 well에 농도별로 처리

하였다.  이를 다시 37℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 CO2 incubator에 넣어 24시

간 배양하였다. 그 후 well당 10% WST(high sensitive Water Soluble Tetrazolium 

salt)를 100㎕씩 첨가하고 동일한 조건에서 2시간 동안 반응 시켜주었다. 2시간 뒤, 

ELISA reader(Thermo, Multiskan EX)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다. 

<그림> C-K 및 3-oxo-CK의 세포독성 평가

시험 결과, 위의 그림과 같이 높은 농도에서도 세포 독성이 관찰도지 않아 안전한 원료로 활용할 수 

있을 것으로 판단 되었다. 
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⓷ NO 생성능 억제 시험

 Nitrite assay는 NO생성 양을 측정하는 방법으로 다음과 같이 측정하였다. 배양된 세포

를 4×105 cells/well 수준으로 24 well plate에 1 mL씩 배양한 다음 24시간 동안 배

양하고, 24시간 후 medium 을 제거한 후 RPMI 1640으로 희석된 각 농도별 시료 처리 

후 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 후 세포에서 medium으로 분비되어 나온 NO의 

양을 Griess 시약 [0.1% (w/v)N-(1-naphathyl)-ethylenediamine and 1% (w/v) 

sulfanilamide in 5%(v/v) phosphoric acid]을 사용하여 반응하였다. 반응 후 ELISA 

micro plate reader(Bio Rad Laboratories Inc., USA)를 사용하여 540 nm에서 측정 

하였다. 생성된 NO 양은 Na2NO2를 표준물질로 비교하였다. NO 생성억제 효과는 분리

된 추출물을 농도별로 처리 후 LPS를 처리하여 측정된 실험군의흡광도 값에서 LPS를 처

리하지 않은 대조군과의 흡광도 값의 차이를 구하여 계산하였다.

<그림> C-K 및 3-oxo-CK의 NO 억제 효과

시험 결과, 위의 그림과 같이 동일 농도에서 기존의 알려진 효능 물질인 C-K 보다 NO 생성 억제

활성을 보이는 것을 확인할 수 있었다. 이에 본 물질이 높은 항염 활성을 가지는 소재로 활용가치가 

있을 것으로 판단하여, 염증억제에 대한 심화 연구를 수행 하고자 하였다.. 
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⓸ 사이토카인 분비 분석

 3-oxo-CK를 LPS와 함께 마우스 면역세포에 처리하고 24시간 경과 후 대표적 전염

증성 사이토카인 3종 (IL-1β, IL-6, TNF-α)를 면역세포의 배지를 회수하여 ELISA 

방법으로 분석하였다 

 

 ELISA 방법 세포 외부로 분비되는 염증성 사이토카인에 미치는 영향을 분석한 결과  

사이토카인을 효과적으로 저해함을 확인하였다. 
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6절 한국형 미생물을 활용한 인삼/산삼배양근 발효음료 개발
1. PPT 타입의 진세노사이드를 증폭시키는 엘리시테이션 조직배양방법 개발

가. 개요
산삼배양근 조직배양 중 사포닌 내 진세노사이드를 증폭시키기 위한 과정(엘리시테이션,

  elicitation) 중 엘리시터(elicitor)로써 기존 시장에서 사용중인 메틸자스모닉산(MJ)과 
  베타글루칸, 키토산을 통하여 진세노사이드 중 PPT계열의 함량을 증폭시킬 수 있는 
  천연소재를 개발하고자 함.
   - 기존 산삼배양근 조직배양업체나 학계에서는 조직배양 시 엘리시터(elicitor)로써 
     메틸자스모닉산(MJ)을 사용하여 기존 진세노사이드의 함량을 올리고 있음.
   - 진세노사이드는 2차 대사산물이기 때문에 식물 조직배양 중 배양 시 가혹 조건을 
     형성할 수 있게 엘리시터를 첨가하여 진세노사이드 함량을 증가시킴. 그러나 엘리시터  
     첨가 시 배양 가혹 조건이기 때문에 전체 수확할 수 있는 조직배양 수확량(수율)이 
     떨어지는 단점이 있음. 
   - 그러나 메틸자스모닉산(MJ)의 경우, PPD 계열의 진세노사이드를 대량 증폭할 수 
      있으나 PPT계열의 진세노사이드의 함량은 크게 증폭시키지 못하고 있음.
   - 현재 특허상이나 학계에서도 전체 진세노사이드의 함량을 증폭시키는 것에는 
      특이적인 초점을 두고 있으며 PPT 계열을 증폭시킬 수 있엘리시터는 아직 보고되지 
     않았음.
   - 또한 현재 사용 중인 엘리시터는 식품첨가물로 사용할 수 없는 화학합성품이 
     대부분이기 때문에 천연물 유래의 엘리시터의 개발을 필요로 함.
   - 특히, PPT 계열의 진세노사이드는 정신적 스트레스 및 피로회복에 도움을 주는 
     기능이 PPD계열의 진세노사이드보다 뛰어나기 때문에 PPT 계열의 진세노사이드를 
     증폭시킬 수 있는 엘리시터도 필요함.

 

<그림> 산삼배양근 조직배양 생산 프로세스



- 106 -

<그림>  인삼 내 진세노사이드 생합성 경로

나. 실험 방법
    - 배지: 산삼배양근 배지 + IBA 5mg/L, pH 5.8
    - Seed preparation: 클린벤치 내에서 blade를 이용한 cutting
    - 접종 방법: 3L 배지가 들어 있는 5L 생물반응기에 seed 15g seed 접종
    - Elicitor: MJ, β-glucan, Chitosan
    - 배양환경: 20℃에서 암배양
    - 조직배양 실험 방법
      • 배지는 121℃에서 20분간 살균하여 준비
      • 산삼배양근 seed를 클린벤치내에서 갈변된 부위를 제거, 10mm 정도의 길이로 절단
      • 3L 배지가 들어 있는 5L 생물반응기에 준비된 산삼배양근 seed 15g을 접종
      • 20℃에서 암상태로 배양. 배양 중에 계속적으로 필터를 통하여 멸균된 air 공급
      • 배양 36일 후 elicitor를 종류별로 처리
    - elicitor 준비: 각각의 elicitor를 95% Et-OH에 녹여 처리
    - MJ의 경우, 주사기를 이용하여 air를 주입하는 실리콘 튜브를 통하여 주입
      • Control 1(negative control) - 무처리
      • Control 2(positive control) - MJ 50uM(11.22mg/L) 
      • Treatment 1 - β-glucan 0.25 mg/L
      • Treatment 1 - β-glucan 0.5 mg/L 
      • Treatment 2 - β-glucan 11.22 mg/L
      • Treatment 3 - Chitosan 0.25 mg/L 
      • Treatment 3 - Chitosan 0.5 mg/L 
      • Treatment 4 - Chitosan 11.22 mg/L
    - β-glucan은 불용성이어서 Et-OH와 혼합한 후 클린벤치 내에서 open 한 후 처리
    - Chitosan의 경우 Et-OH에 녹기는 하였으나 점성이 너무 높아 주사기를 이용할 수        없어서 β-glucan과 마찬가지로 클린벤치 내에서 반응기를 open 한 후 처리
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그림 3. 산삼배양근 조직배양 중 엘리시테이션 프로세스

<그림> 기기분석 중 HPLC, LC-MS 최적 조건

다. 실험 결과
(1) 식물생장조절물질의 영향
    모상근의 경우에는 자체 조직내에 식물호르몬 합성 유전자가 들어 있기 때문에 식물
    호르몬이 첨가되어 있지 않은 배지에서도 왕성이 생장이 가능하지만 정상조직인 
    부정근의 겨우에는 식물호르몬을 첨가하여야 한다. 따라서  발근촉진제인 IBA가 
    첨가된 배지에 추가로 kinetin를 첨가하여 조사한 결과 0.05 - 0.1mg/l에서 무첨가
    배지보다 생장은 양호하였으나 사포닌의 경우에는 0.01mg/l에서 더 양호하였다. 
    따라서 생산성은 kinetin 0.1에서 가장 양호한 경향을 보였다. 
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        <그림> 인삼 천풍으로부터 유도된 부정근의 생장(A), 사포닌함량(B) 및 
                생산성(C)에 미치는 kinetin의 영향  

(2) KH2PO4의 영향
    인삼 천풍에서 유도된 부정근의 생장에 미치는 KH2PO4의 영향을 조사한 
    결과 2.5mM 첨가배지에서 생장이 양호하였으나 사포닌의 합성은 1.25mM에서 
    더 양호한 경향을  보여 생산량은 1.25mM이 더 좋았다. 특히 KH2PO4의 추가 
    첨가시에는 무첨가배지보다  PT계열이 더 많이 형성되는 경향을 보였다. 
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        <그림>인삼 천풍으로부터 유도된 부정근의 생장(A), 사포닌함량(B) 및 
                생산성(C)에 미치는 KH2PO4의 영향   

(3) Chitosan의 영향
 인삼 천풍에서 유도된 부정근의 생장에 미치는 elicitor로서 chitosan의 영향을 조사한 
 결과 10mg/l까지는 생장에 커다란 억제영향을 보이지 않았으며, 사포닌의 함량은 5mg/l
 에서 매우 증가되는 경향을 보여 생산성은 5mg/l가 가장 양호하였다. 
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          <그림> 인삼 천풍으로부터 유도된 부정근의 생장(A), 사포닌함량(B) 
                      및 생산성(C)에 미치는 chitosan의 영향

(4) Jasmonic acid의 영향
    인삼 천풍에서 유도된 부정근의 생장에 미치는 elicitor로서 jasmonic acid의 영향을 
    조사한 결과 5uM까지는 생장에 커다란 억제영향을 보이지 않았으나 그이상은 매우 
   생장이 저조하였다. 그러나 10uM에서 사포닌의 합성이 양호하여 전체적인 생산성은
    jasmonic acid 10uM의 첨가가 가장 좋았다. 
   특히 jasmonic acid 첨가시에는  KH2PO 와는 달리 PD계열이 증가하는 경향을 
   보였다. 



- 111 -

0

200

400

600

800

1000

1200

m
g
·f

la
sk

-
1.

.

F.W.

D.W.×10
A

0

5

10

15

20

m
g·

g-
1 dr

y 
w

t.

PT

PD
Total

B

0

5

10

15

20

control 5 10 30 50

m
g
·f
la

sk-
1 .
.

productivity
C

Jasmonic acid (μM)

        <그림> 인삼 천풍으로부터 유도된 부정근의 생장(A), 사포닌함량(B) 및 생산성
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 (5) 인삼 모상근의 접종량 차이에 의한 생장량 및 사포닌함량  
  현재 대량배양시스템은 접종량을 50g으로 하고 60일간(두달) 배양하고 있으나 
  접종량을 증가시켜 생장량 과 사포닌 함량을 조사한 결과 50g의 4배인 200g을 접종하 
  였으나 60일 배양 후 50g접종하였을때보다 약 500g 정도 증가됨을 보였다.
  접종량에 따른 ginsenosides 측정 결과 접종량이 증가 되었을 때 다소 증가되는 경향을 
  보였으며, 8주간의 배양에서 ginsenosides함량이 높았다.
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<그림> 인삼 모상근의 접종량에 따른 생장량 측정 

접종량에 따른 사포닌 함량
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        <그림> 인삼 모상근의 접종량과 배양기간에 따른 ginsenosides의 함량
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(6) 스트레스 처리에 의한 사포닌 함량증대 
 수확후 스트레스 처리에 의한 사포닌함량의 증대을 조사하기 위해서 수확한 인삼 
 모상근을 간단히 세척 후 상처를 주고(절단방법), 시간별로 경과 후 사포닌함량 조사
 하였던 바, 처리 20시간 후에 사포닌의 함량이 다소 증가하는 경향을 보였다.

스트레스에 의한 사포닌 함량
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<그림>  Wounding처리후 시간별 인삼모상근의 사포닌 함량 증대 

     <그림> 산삼배양근 엘리시테이션 공정 후 배양 사진
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<그림> 산삼배양근 조직배양 수확 후 엘리테이션 별 성상    
 

<그림> 조직배양 수확 후 엘리시터별 HPLC 분석결과

<그림> 조직배양 수확 후 엘리시터별 HPLC 분석결과 도식화
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<그림>조직배양 수확 후 엘리시터별 HPLC 분석결과(11.22mg/L)

<그림>조직배양 수확 후 엘리시터별 HPLC 분석 중 PPT 계열의 변화(11.22mg/L)

<그림> 조직배양 수확 후 엘리시터별 LC-MS 분석결과(11.22mg/L)
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<그림>고려인삼학회(2014.11) 국제학술대회 포스터 발표

<그림> PPT 계열 진세노사이드 증폭 조직배양 방법 관련 특허 출원

   (7) 고찰
      - 천연물 소재로써의 엘리시터로 검토한 결과, 베타글루칸과 키토산의 경우 
       무처리군에 비하여 진세노사이드를 증폭시킴으로써 엘리시터로써 가능성이 
       있음을 알 수 있었음.
      - 베타글루칸과 키토산은 무처리군에 비하여 각각 19.6%, 20.5%의 PPT 계열의 
       진세노사이드를 증폭시켰으며 HPLC와 LC-MS로 PPT 계열의 진세노사이드를 
       확인해본 결과, Re의 함량이 증가되었음을 알 수 있었음.
      - 특히, 메틸자스모닉산(MJ)에 비하여 베타글루칸과 키토산을 엘리시터로 
       처리하였을 때 3-5.5%까지 PPT 계열의 진세노사이드가 증가되었음을 확인하였음.
      - 최종 결과, 전체적인 PPD와 PPT 계열의 진세노사이드 모두를 증폭시키기 
       위해서는 메틸자스모닉산(MJ)과 베타글루칸을 혼합 병용하여 엘리시테이션하는 
       것으로  최적화하였음.(이 후 MJ-SP으로 명명함.)
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2. 최적 엘리시테이션 조건의 산삼배양근(MJ-SP)의 농축액 제조 공정 확립
   
  가. 산삼배양근(MJ-SP) 농축액 제조공정 확립

<그림> 농축액 제조공정도

 
<그림> 농축액 제조공정도

<그림> 농축액의 HPLC 분석 결과 
 
   나. 고찰
      - 10회 이상 추출하여 농축한 후 진세노사이드의 회수율을 검토한 결과, 추출 용매를 
         주정으로 선택하였음.  
      - 산삼배양근 생체 대비 농축액의 최종 수율은 18.9%이었으며 고형분 60(brix) 기준
         으로 진세노사이드 평균 함량은 85.6mg/g으로 분석되었음.
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3. 발효진세노사이드 전환 프로세스 최적화
   
   가. 개요
      - 본 사업과제의 주관기관(경희대학교, 총괄책임:양덕춘교수)과의 연계협력을 통하여
         신규로 확인된 유산균 2종 중 L. Kimchicus 를 전달받아 진세노사이드 전환 발효
         공정에 사용하기로 함.
      - 발효진세노사이드 중 기존에 물리적 변화를 통하여 전환될 수 있는 Rg3등이 아닌 
         미생물 발효에 의해서만 전환될 수 있는 체내 흡수가 빠르다고 알려져 있는 
         배당체 중 당이 1개 붙어 있으며 항산화 능력이 뛰어난 발효진세노사이드를 지표  
         물질로 설정하고자 함.    
      - 일반적으로 PPT 계열의 진세노사이드는 항산화 및 중추신경계에 효과적이며 PPD 
         계열의 진세노사이드는 항염증, 항산화등의 면역계에 효과가 있는 것으로 알려져 
         있음. 
      - 이에 발효진세노사이드 중 항산화능력이 뛰어난 PPD 계열의 진세노사이드 중 
         흡수가 빠르다고 알려져 있는 당이 1개 붙어 있는 Compound K와 PPT 계열에서  
         당이 1개 붙어 있는 F1, Rh1을 지표물질(품질 지표+기능성지표)로 설정하여 발효  
         공정을 표준화 하기로 함.    
      - PPD 계열 진세노사이드의 전환 pathway을 확인한 결과, 지표물질인
         Compound K, F1, Rh1를 전환시키기 위해 효소, 산, 열처리 등의 복합적인 발효
         공정을 필요로 하며 일정한공정 및 생산표준화를 위해 균일한 효소의 활성이 중요
      - 기존 산업에 일반화된 발효홍삼의 제조 공정인 유산균 발효(1단계 발효)만으로는 
         지표물질인 Compound K, F1, Rh1의 발효진세노사이드 전환을 기대하기 어렵기 
         때문에 자사가 보유중인 국균을 통한 복합발효를 이용하여 타겟 지표물질인 발효
         진세노사이드 Compound K, F1, Rh1을 얻고자 발효 공정을 디자인하였음.   
      - 주관기관인 경희대학교에서 전달 받은 유산균주인 L. Kimchicus 에서의 베타글루
         코시다제 활성을 측정하였고 자사에서 보유중인 국균 중 A. orayzae 에서의 나린
         지나제의 활성을 측정하였음.
      - 최종 유산균 및 국균을 이용한 복합발효를 통하여 항산화능력이 뛰어난 
         발효진세드 사이드 Compound K, F1, Rh1의 전환을 최대화할 수 있는 
         발효공정 표준화를 확립하고자 하였음. 
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<그림> PPD/PPT 계열 진세노사이드 대사경로 

  나. 유산균의 베타글루코시다제의 활성 검정
     - 베타글루코시다제의 정성 검정을 위해 API 키트를 이용하여 당 대사의 특성 중 
        25번 레인인 esculin의 이용성을 통하여 효소 활성을 확인하고자 함.
     - API 키트 분석 결과, 25번 레인이 검게 변한 것을 통하여 L. Kimchicus 의 
       베타클루코시다제의 활성을 확인하였음. 
     - L. Kimchicus 배양에 따라 베타글루코시다제의 정량 분석을 통하여 최적 배양 
        조건을 검토하고자 함.
     - 베타글루코시다제의 정량을 위해  pNPG assay kit(Abnova)법을 
       사용하였으며 pNPG 분해능을 통하여 베타글루코시다제 활성을 정량하였음.
       (상등액을 조효소액으로 사용)   

<그림>API 키트를 통한 베타글루코시다제 활성 확인
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<그림> L. Kimchicus 생육곡선

  다. A. orayzae(국균)의 나린지나제의 활성 검정
     - A. orayzae(국균)의 나린지나제 효소 활성 검정을 위하여 조효소액을 Ammonium 
        sulfate로 침전시킨 후, 최종 Sodium phosphate buffer(pH 7)로 투석하여 효소 
        활성 검정에 사용하였다.     
     - TLC를 이용하여 조효소액의 나린지나제의 효소활성을 정성/정량 확인하고자 함. 
     - A. orayzae(국균)의 배양에 따라 나린지나제의 정량 분석을 통하여 최적 배양 
       조건을 검토하고자 함.
     - 나린지나제의 정량을 위해  pNPR assay kit법과 pNPG assay kit법을 이용하여 
       효소 활성을 정량하였음. 

<그림> A. orayzae(국균)의 조효소액 제조공정
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<그림> A. orayzae(국균) 생육곡선에 따른 효소 활성

<그림> TLC에 의한 A. orayzae(국균) 조효소액의 나린지나제 효소 활성 검정
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<그림> HPLC에 의한 A. orayzae(국균) 조효소액의 효소 활성 검정

<그림> A. orayzae(국균) 조효소액의 나린지나제 효소 활성도 

  라. 고찰
     - PPD 계열의 진세노사이드의 대사경로와 발효진세노사이드 중 항산화 기능성이 
        뛰어나고 흡수가 빠른 발효진세노사이드 Compound K, F1, Rh1를 타겟 지표물질로 
        확정하였음.
     - 경희대학교에서 제공받은 베타글루코시다제 활성이 있는 유산균인 L. Kimchicus과 
        나린지나제 활성이 있는 자사가 보유하고 있는 국균을 복합 발효를 함으로써 지표
        물질 전환을 진행하였음.  
     - 나린지나제의 경우, 조효소액의 효소 역가를 확인한 결과, 배양여액과
        효소침전한 1차 정제물와의 활성 차이가 0.08U/mg로 미비하며 회수율의 경우 
        70%가 감소함에 따라 이 후 발효공정 표준화에 적용 시에는 배양여액을 
        사용하는 것으로 결정하였음.

4. 발효진세노사이드 전환 발효공정 최적화
   
  가. 개요
     - 유산균 및 국균을 이용한 복합발효를 통하여 항산화능력이 뛰어난 
       발효진세노사이드  Compound K, F1, Rh1의 전환을 최대화할 수 있는 발효 공정을 
        Flask-->5L-->30L-->500L fermentation 단계적인 scale-up을 통하여 
        표준화를 확립하고자 하였음. 
     - Flask sacle을 통하여 지표물질인 발효진세노사이드 Compound K, F1, Rh1 전환을 
        TLC을 이용하여 확인하고자 함.
     - 5L Fermentation scale을 통하여 지표물질인 발효진세노사이드 Compound K, F1, 
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        Rh1 전환을 HPLC를 이용하여 확인하고자 함.
     - 30L Fermentation scale을 통하여 지표물질인 발효진세노사이드 Compound K, F1, 
        Rh1 전환에 대한 재현성 검정을 통하여 생산 scale 전 발효공정을 확립하고자 함.
     - Production scale인 500L Fermentation을 통하여 발효진세노사이드 Compound K,  
        F1, Rh1 전환에 대한 발효 제조공정 표준화를 구축하고자 함.
  
  나. 발효공정 프로세스 

<그림> 발효진세노사이드 전환 복합 발효 프로세스

  다. 기기분석 조건 
    - TLC(Thin Layer Chromatography)

   ① 실험재료 : silica gel 60F254 (Merck, aluminum sheets)
   ② 전개용매조건 : PPD 계열 진세노사이드 분석 
                     : CHCl3:MeOH:D.W=60:40:10 또는 70:30:4
                     PPT 계열 진세노사이드 분석 : CHCl3:MeOH:D.W=30:10:1
   ③ 발색조건 : 10% H2SO4에 침지 후, 110℃ oven에서 10-20분 말린 후 발색함.

    - HPLC(High Performance Liquid Chromatography)
   : Sample을 syringe filter 0.45μm로 filtering 한 후 분석을 실시함.
    검량선 작성을 위한 진세노사이드 Standard 는 엠보연구소에서 구입하여 사용
   ① 기기명: Agilent 1200 series.
   ② Flow Rate: 1ml/min                                       
   ③ Detector: UV/Vis 203nm
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   ④ Column: Thermo Syncronis C18 (4.6*250mm, 5um, USA)                  
   ⑤ Injection Volume: 10ul     
   ⑥ Mobile Phase: A buffer- 100% D.D.W, B buffer: 100% ACN

          Gradient 조건:  

    - LC-MS 
      ● LC 조건

     : Sample을 syringe filter 0.22μm로 filtering 한 후 분석을 실시함.
    ① System:  Acquity UPLC/Synapt G2-S HDMS 
    ② Column: Acquity HSS C18 , 1.7 um 2.1X100 mm 
    ③ Column Temp: 45 oC
    ④ Sample Temp.: 10oC 
    ⑤ Injection Vol. : 3 µL
    ⑥ Flow rate: 0.6ml/min
    ⑦ Mobile Phase: A:0.1% Formic acid in H2O, B:0.1% FA in ACN            
       Gradient 조건: 

                  
      ● MS 조건

    ① Ionization Mode : ESI Negative MSE (High Resolution mode) 
    ② Scan Range : 50-1500 
    ③ Scan Time: 0.1 sec
    ④ Capillary voltage: 2.5 kV
    ⑤ Sampling cone: 30.0
    ⑥ Source Temperature: 120oC
    ⑦ Desolvation Temp: 400oC

        ⑧ Desolvation gas flow: 700 L/hr
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  다. 실험 결과

    

<그림> 발효진세노사이드 전환 TLC 결과

      line a : PPT 타입 진세노사이드 표준물질 mixture, 
      line b : 산삼배양근(MJ-SP) 생체,  
      line c : 발효진세노사이드 전환 복합발효물_flask scale, 
      line d : PPD 타입 진세노사이드 표준물질 mixture, 
      line 1 : PPD 타입 진세노사이드 표준물질 mixture, 
      line 2 : 산삼배양근(MJ-SP) 생체, 
      line 3 : 발효진세노사이드 전환 복합발효물_flask scale, 
      line 4 : PPT 타입 진세노사이드 표준물질 mixture)

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 HPLC Over-lay peak 결과
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<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 scale-up에 따른 HPLC 결과-1

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물scale-up에 따른 HPLC 결과-2
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<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 Scale-up 프로세스

 

<그림> LC-MS 내 진세노사이드 분석 항목 리스트  

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 LC-MS 검정 peak 데이터
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<그림> 발효진세노사이드 복합발효물의 지표물질의 LC-MS 검정

         

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물의 지표물질 중 Rh1의 LC-MS 검정

  

<그림> 발효진세노사이드 발효공정 표준화에 따른 체크리스트
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  라. 고찰
    - Flask-->5L-->30L-->500L fermentation 단계적인 scale-up을 통하여 
       표준화를 확인한 결과, 발효진세노사이드 지표물질 중 Compound K, Rh1, F1의 
       함량에 대한 재현성은 5L와 500L fermentor에서는 확인이 되었으나 30L fermentor  
       의 경우 전반적으로 지표물질의 함량이 30-50%에서 감소되는 경향을 나타내었음.
    - 모든 조건을 동일하게 적용하였으나 30L fermentor의 경우 자체 기계적 결함에 의해 
       Airation에 대한 편차가 있는 문제점으로 인하여 발효진세노사이드 전환이 다소 
       떨어지는 경향을 나타내었음.           
    - 최종 production scale인 500L fermentor의 발효공정 표준화를 통하여 지표물질인 
       발효진세노사이드 Compound K, Rh1, F1의 합계는 평균 4.01mg/g으로 전환이 
       되었음을 확인하였음. 

5. 발효진세노사이드 기기분석 표준화 구축
   
  가. 개요
    - 한국천연물연구소, 건강기능식품공전, 조직배양 사업을  진행하고 있는 산삼배양근 
       제조업체별로 각각 진세노사이드 HPLC 분석 조건이 상이함에 따라 같은 시료를 
       분석함에도 업체별로 진세노사이드 함량에 대한 편차가 심함.   
    - 발효진세노사이드 지표물질에 대한 분석표준화를 통하여 발효공정 및 생산에 대한 
       표준화가 확립됨에 따라 각 업체별로 셋팅되어 있는 HPLC의 분석 조건을 
       검토한 후, 문제점을 파악하여 보완해야 함.
    - 많은 진세노사이드의 종류와 유사한 극성도에 따라 분리능이 매우 떨어짐으로써 
       peak가 겹치게 되어 정확한 정량값을 확인하지 못함에 발효공정 생산 표준화에 
       어려움이 있음.   

<그림> 각 업체별 진세노사이드 HPLC 분석 조건
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<그림> 각 업체별 진세노사이드 HPLC 분석 peak 데이터

  나. 고찰
    - HPLC 분석에 대한 신뢰도를 높이기 위해 진세노사이드 공인성적발급기관과 
       진세노사이드 표준물질을 판매하고 있는 업체에서 사용중인 분석 조건을 토대로 
       하여 발효진세노사이드 지표물질인 Compound K, Rh1, F1의 분리능을 높이기 
       위해 선택적으로 조건을 변형하였음. 
    - 비극성의 진세노사이드를 효과적으로 분리하기 위해 C18 컬럼의 성능을 
       기존 hypercil 등급에서 비극성 친화도가 강한 resin으로 충진되어 
       있는 hypercil-Gold로 향상시켰으며 또한 Run time을 기존 90분에서 
       120분으로 하여 peak 분리능을 향상시켰음.
    - Mobile phase gradient 조건을 달리하여 PPT/PPD 계열의 발효진세노사이드의 극성 
       친화도를 이용하여 분리능을 향상시켰음.
    - 기존 산삼배양근 제조업체에서 보여주는 HPLC 분석에서의 단점인 Re와 Rg1, 그리고 
       Rb1의 피크 겹침 현상이 없어짐에 따라 정확한 정량이 가능하였음.
    - 또한 발효진세노사이드 지표물질인 Compound K, Rh1, F1 peak가 단일로 분리되어 
       정확한 정량 측정이 가능함에 따라 발효공정 표준화를 확립하였음.
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6. 기능성 관련 추출, 분리, 정제 기기 분석, in vitro, in vivo 프로세스 구축 
  
  가. 샘플제조 및 항산화 활성 평가
    (1) 발효진세노사이드 복합발효물 샘플 제조
       - SHC-1 : 타겟 진세노사이드(C-K+Rh1+F1)(mg/kg) 100mg/kg 함유 샘플
       - SHC-3 : 타겟 진세노사이드(C-K+Rh1+F1)(mg/kg) 300mg/kg 함유 샘플
       - SHC-4 : 타겟 진세노사이드(C-K+Rh1+F1)(mg/kg) 400mg/kg 함유 샘플
       - SMG-DW : 비발효(산삼배양근 열수추출물) 샘플

    (2) 항산화 활성 분석
      (가) 시약 조제
        - 1 mM DPPH 용액 제조 : ethanol에 녹여 갈색병에 보관하여 사용함.
        - ABTS·+ 용액 제조 7 mM ABTS 및 2.5 mM potassium persulfate 용액을 
         증류수에 녹여 제조한 후 두 용액을 동량 혼합하여 12시간 동안 방치(4℃, 암소)
           하여 radical을 형성시켰다. ABTS radical 용액을 735 nm에서 흡광도 값이 
           0.800±0.020 되도록 EtOH로 희석하여 사용함.
      (나) DPPH, ABTS 항산화 활성 측정 

    
      (다) DPPH 항산화 활성 평가 결과
       - 시험용액을  시험관에 넣고 ethanol 및 1mM DPPH 용액을 순차적으로 가함. 위 
          시험액을 암소에서 30분간 정치시킨 후  517 nm에서 흡광도를 측정함. 
          Control은 추출물 대신 ethanol을 첨가하여 흡광도를 측정함.

<그림>DPPH 항산화 활성 평가 결과

radical 소거 활성(%) =100 -
시험물질 첨가군 흡광도

×100
무첨가군 흡광도
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    (3) ABTS 항산화 활성 평가 결과
       - 시험용액을 시험관에 넣고 증류수 및 ABTS radical를 순차적으로 가한 후 위 
          시험액을 암소에서 30분간 정치시킨 후 735 nm에서 흡광도를 측정함. 
          Control은 추출물 대신 증류수를 첨가하여 흡광도를 측정함. 

<그림> ABTS 항산화 활성 평가 결과

  나. In-vitro test
    (1) 세포독성 평가
      - 세포독성을 Raw264.7 세포를 이용하여 측정한 결과, SHC-1, SHC-3, SCH-4, 
         SMG-DW은 모두 약 100 ug/ml의 농도까지는 안전한 것으로 확인하였음
.

 

 <그림> Raw254 세포독성 평가 결과
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    (2) NO test
       - RAW264.7 세포를 24well cell culture plate에 2☓105 cells/well 농도로 seeding
        한 후 10% fetal bovine serum(FBS), 1% Penicillin/ Streptomycin이 첨가된 
        DMEM 배양액으로 24시간 배양. 그 후 lipopolysaccharide(LPS, 1ug/ml)와 시료가
        농도별로 포함된 DMEM (1% Penicillin/Streptomycin) 배양액으로 교체하여 
        24시간 배양함. 
        배양이 끝난 후 세포 배양액만 수거하여 Nitric Oxide Detection kit 
        (intron 21021) 시약을 이용하여 NO 생성량을 산출하였음.

<그림> NO test 결과

    (3) 에탄올 손상 CYP2E1 transfected HepG2 세포의 보호효과
     - 세포 생존율은 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
          (MTT) 환원 방법을 이용하여 측정하였음. 
     - CYP2E1 transfected HepG2 세포를 5×104의 밀도로 24-well plate(Nalge Nunc 
         International, Rochester, NY, USA)에 10% fetal bovine serum(FBS)이 첨가된 
         Dulbecco's modified Eagle medium(DMEM) 배지에 접종하여 24시간 배양하였음. 
     - 배양 후 각각의 발효진세노사이드 복합발효물 샘플을 농도별로 첨가하고 37℃, 5%
        CO2 조건에서 6일간 배양하였음. 
     - 배양 후 PBS로 세척하고 MTT를 DMEM 배지에 10배 희석시켜 그 희석액을 1 mL
        첨가하여 37℃에서 4시간 배양시키고 배지를 버리고 DMSO를 첨가하여 상온에서 
        10분 동안 녹이고 570 nm에서 흡광도를 측정하였음. 
     - 각각의 샘플에 에탄올에 의해 손상된 CYP2E1 transfected HepG2 세포의 보호
        효과는 MTT 환원 방법과 동일한 농도로 CYP2E1 transfected HepG2 세포를 넣고
        배양하였음. 
     - 24시간 배양 후 세포를 5% FBS가 첨가된 DMEM 배지로 교체하였으며 에탄올을 
        투입하기 30분 전에 각각의 발효진세노사이드 복합발효물을 투입하였음. 
     - 에탄올을 200mM의 농도로 처리하여 37℃, 5% CO2 조건에서 24시간 배양하였
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        으며 3일 및 6일간 동일한 처리를 하였다. 3일과 6일배양 후 PBS로 세척한 다음 
        MTT(2.5 mg/mL)를 DMEM배지에 10배 희석시켜 그 희석액을 1 mL 첨가하여 
        37℃에서 4시간 배양시켰음. 
     - 그 후 배지를 버리고 DMSO 0.5 mL를 첨가하여 상온에서 10분 동안 완전히 녹인 
        후 570 nm에서 흡광도를 측정하였음. 
     - 샘플의 세포독성과 알코올에 의해 유도된 독성에 대한 보호효과를 CYP2E1
       transfected HepG2 세포주를 이용하여 측정하였음.  
     - 10, 25, 50, 100, 200 μg/mL의 농도로 각각 세포에 샘플을 처리 하고 MTT법에 
        의한 세포 독성을 측정한 결과 10, 25, 50, 100, 200 μg/mL 무처리구와 비교하여
        세포성장에 영향을 주는 것으로 나타났으며 대부분의 시료가 100 μg/mL의 농도
        까지는 세포성장에 큰 영향을 주지 않는 것으로 나타났음(생존율 80% 이상). 

<그림> 세포독성 결과

     - 시료를 처리하지 않고 에탄올만 처리하였을 경우 50mM, 100mM과 200 mM의 
        농도에서 3일간 처리하였을 때 각각 95%, 84.5%, 80.9%의100 mM의 높은 세포
        생존율을 나타내어 무처리구와 큰 차이가 없었음. 
     - 또한 6일간 100 mM과 200mM의 농도로 각각 에탄올만 처리하였을 경우 각각 
        82.8%, 80.9%, 57.5.%의 세포생존율을 나타내어 알코올에 의한 세포독성 보호효과
        를 알아보기 위한 에탄올 처리 농도를 200 mM의 농도로 설정하였음.
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<그림> 에탄올 처리 농도에 따른 세포생존율 결과

     - 따라서 에탄올을 200 mM의 농도로 처리하고 동시에 각각의 샘플을 100μg/mL의 
        농도로 처리하여 각각의 발효진세노사이드 복합발효물이 알코올에 의한 세포독성에 
        미치는 영향을 알아보았음. 
     - 200 mM의 에탄올과 샘플을 6일간 처리하였을 경우 SHC-1을 제외한 모든 처리군
        에서 유의적으로 세포 생존율의 증가가 확인되었음.

 <그림> 에탄올 독성에 따른 발효진세노사이드 복합발효물의 세포생존율 결과

  다. In-vivo test
    (1) 에탄올 투여에 의한 간독성 유도시험
     - 에탄올 투여에 의한 간독성 유도시험은 25% ethanol을 5 g/kg의 양으로 1일 1회 
       총 7일간 투여하는 방식으로 실시함. 그 결과 간독성의 지표인 GOR/AST,
       GPT/ALT 및 LDH의 혈중농도가 증가하여, 에탄올 투여에 의해 간세포가 손상되어 
       독성이 발현된 것으로 나타남. 
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<그림> 에탄올 투여에 의한 간독성 유도시험 결과

    (2) 동물모델에서 간독성 억제효과
    - 공시시료를 에탄올 투여 3일 전부터 경구투여한 마우스에서, 혈청 중의 AST 및
       ALT를 정량하여 시료의 간질환 억제활성을 판정한 결과, 에탄올 투여에 의해 상승
       한 혈중 AST/ALT의 수치가 샘플 투여에 의해 감소하였을 확인함. 

<그림> 에탄올 투여에 따른 발효진세노사이드 복합발효물의 간독성 억제 결과_1
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<그림> 에탄올 투여에 따른 발효진세노사이드 복합발효물의 간독성 억제 결과_2

  라. 고찰
    (1) 각 샘플에 대한 활성 결과, 항산화에 효과 있는 샘플은 SHC-3(타겟 진세노사이드 
        함량 300mg/kg)이며 최적 농도는 50ug/ug/ml 이상으로 확인되었음.
    (2) In vitro 및 In vivo 테스트 중 에탄올 독성에 대한 간보호 효능이 가장 뛰어난 
        샘플은 SHC-3(타겟 진세노사이드 함량 300mg/kg)으로 확인되었음.
    (3) 발효진세노사이드 복합발효물의 품질/효능 지표로써 최종 품질 규격은 타겟 진세노
        사이드(C-K, Rh1, F1) 함량은 300mg/kg 이상으로 확립하였음.

7. 항산화/피로회복 기능성 시장 동향 및 현황 조사
  
  가. 전체 음료 시장 현황 조사  
    (1) 조사기관 

      

<그림> 닐슨컴퍼니코리아 주문계약서 사본 및 결과보고서  
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    (2) 전체 음료시장 현황 분석 결과 
 

  

<그림> 품목별 연간 판매 규모

   

<그림> 품목/기간별 전년비 성장률 추이
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<그림> 채널별 연간 판매액 규모

<그림> 음료 카테고리별 채널 중요도 비교

<그림> 음료 제조사별 연간 판매 성과 비교
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<그림> 채널 별 제조사 점유율 현황

  나. 에너지음료 현황 조사
    (1) 에너지음료 시장 조사 결과 

<그림> 에너지음료 타입별 연간 판매 추이   

<그림> 에너지음료 채널별 제조사 점유율 현황
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<그림> 에너지음료 채널별 브랜드 점유율 현황

<그림> 에너지음료 채널별 제조사 취급 현황  
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  다. 스포츠음료 현황 조사
    (1) 스포츠음료 시장 조사 결과

   

<그림> 스포츠음료 타입별 연간 판매 추이

<그림> 스포츠음료 제조사 점유율 현황

<그림> 스포츠음료 채널별 제조사 점유율 현황
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<그림> 스포츠음료 채널별 제조사 취급 현황

  라. 고찰
    (1) 10개 음료군의 2015년 총 판매 규모는 약 4조 3천억 수준.
    (2) 전 카테고리 성장률 둔화되고 있으나 생수, 숙취해소, 피로회복 고 성장세 지속. 
    (3) 편의점, 개인대형의 성장세 지속에 따른 대형마트(할인점) 판매 하락.
    (4) 숙취해소, RTD 커피/차, 에너지, 스포츠음료군은 편의점 비중이 40% 이상을 차지
        하고 있음.
    (5) 에너지음료는 1,340억 규모로 시장 점유율 하락 중.
    (6) 편의점 판매 하락이 주요 요점이며 동아제약을 제외한 주요 브랜드 판매 하락 심
화.
    (7) 동아제약 박카스, 롯데 핫식스 점유율 상승, 그 외 브랜드 미미한 수준임.
    (8) 할인점 내 박카스Vs.핫식스 점유율 경쟁 중, 박카스 전 채널 점유율 확대.
    (9) 박카스는 편의점, 개인대형으로 취급 확대, 탄산, 에너지음료 브랜드는 편의점 이탈.
    (10) 전체 스포츠음료 하락은 소비자 active lifestyle에 영향, 비타민음료는 전년 대비 
        판매상승.
    (11) 전 채널 판매 하락, 특히 할인점 하락 폭 큼, 단, 주요 제조사 중 광동제약은 판매
        성장.
   (12) 비타민드링크(포카리스웨트, 비타500) 점유율 상승, 파워에이드, 게토레이는 점유율
         하락.
    (13) 편의점 내 포카리스웨트 점유율 반등, 롯데, 데일리C 점유율 확대.
    (14) 스포츠음료는 대부분의 채널에서 안정적으로 취급을 유지하는 편임. 
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8. 소비자 니즈 및 동향 분석을 위한 캐리어 관련 소비자 기호도/선호도 조사

  가.  발효진세노사이드 복합발효물의 기호도/선호도/효능에 대한 HUT 평가
    (1) 조사 기관 
  

     

<그림> 마크로밀엠브레인 주문계약서 사본 및 결과보고서

    (2) 조사 설계(패널수 90명, 4주간 음용, 총 3회 설문조사 실시) 

   

<그림> 조사 개요 및 패널의 특성분석 

    (3) 조사 프로세스

   

<그림> 조사 프로세스



- 145 -

   (4) 조사 결과 요약

<그림> 조사결과 요약_전반적 평가

<그림> 조사결과 요약_정신적 스트레스  효능평가

<그림> 조사결과 요약_육체적 피로 효능평가
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<그림> 조사결과 요약_관능 속성평가(1)

<그림> 조사결과 요약_관능 속성평가(2)

<그림> 조사결과 요약_가격평가
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<그림> 조사결과 세부_관능속성평가(1)

<그림> 조사결과 세부_관능속성평가(2)

<그림> 조사결과 세부_선호 패키지 조사    
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<그림> 조사결과 세부_가격 평가

<그림> 조사결과 세부_가격제시 후 구입 의향 조사

<그림> 조사결과 세부_개선점 조사 
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9. 관능 평가에 따른 레시피 및 제품 최적화/자사 또는 전문 OEM을 통한  최종 Prototype 
및
   시제품 생산/규격 최적화
  
  가. 발효진세노사이드 복합발효물 최적화
    (1) 최적 제조공정도 

<그림> 최적 제조공정에 따른 설비 

  

<그림> 최적 제조공정도 및 단위공정수율
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  (2) 최적 제조공정에 따른 제조지시서(lot.160509)

<그림> 최적 제조공정에 따른 제조지시서(lot.160509)
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    (3) 발효진세노사이드 복합발효물 최종 품질규격

          표 1. 발효진세노사이드 복합발효물 품질규격
항 목 품질 기준 결 과 비 고

성 상 암갈색 분말 적합

고형분함량(%) 90 이상 적합

pH 4.5±0.5 (25℃) 적합

타겟 진세노사이드

(C-K+Rh1+F1)(mg/kg)
300 이상 적합 420mg/kg

중금속(납, ppm) 10 이하 적합

중급속(비소, ppm) 5 이하 적합

일반세균(CFU/g) 1×104이하 적합

대장균(E.Coli) 음성 적합

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물(lot.160509) 안정성테스트(1)
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 <그림> 발효진세노사이드 복합발효물(lot.160509) 안정성테스트(2)

    (4) 고찰
       - 발효진세노사이드 복합발효물(Lot. 160509)의 안정성테스트를 위해 미생물
          (일반세균, 대장균군, 효모·곰팡이), pH 변화, 관능검사를 실시함. 

- 냉장온도 (4 ℃), 실온 (25 ℃), 가혹조건 (40 ℃) 0주, 1주, 2주, 3주, 4주 간격
   으로 안정성 테스트 실시한 결과, 4주 동안 안정성 문제 없음.

       - 4℃, 25℃, 40℃에서 4주 동안 품질 및 안정성에 이상이 없음을 확인하였음. 

  나. 발효진세노사이드 복합발효물 함유 최종 prototype 타정/캡슐/과립 타입 3종 제작
    (1) 타정(정제) 타입 제조

   

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 타정제품 제조공정도 및 레시피
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<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 타정제품 라벨

     

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 타정제품 사진

 (2) 캅셀 타입 제조

    

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 캅셀제품 제조공정도 및 레시피
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그림 94. 발효진세노사이드 복합발효물 캅셀제품 라벨

         

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 캅셀제품 사진
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  (3) 과립 타입 제조

        

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 과립제품 제조공정도 및 레시피

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 과립제품 라벨

     

    <그림> 발효진세노사이드 복합발효물 과립제품 사진
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    (4) 품목제조보고서

        

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 과립제품 품목제조보고서

    (5) 고찰
      - 타정 제품 유형을 제조할 경우, 첨가물을 최소화하기 위하여 유당만을 부형제로 

사용하였으며 기타 합성첨가물은 배제하였음.
 - 흡습성이 강한 소재(발효진세노사이드)의 특성으로 인하여 성형 시 고형의 최소화
    를 위해 가급적 밀봉상태에서 작업을 실시하였음..
 - 발효진세노사이드 소재 최적 섭취량을  400mg 기준으로 하여 일일 권장섭취량 
    200mg/일, 2회 복용 기준으로 장방형 타입의 소형으로 제작 완료하였음.
 - 캡슐 제품 유형을 제조할 경우, 첨가물을 최소화하기 위하여 유당과 결정셀룰로오
    스만을 부형제로 사용하였으며 기타 합성첨가물은 배제하였음.
 - 흡습성이 강한 소재(발효진세노사이드)의 특성으로 인하여 성형 시 고형의 최소화
    를 위해 가급적 밀봉상태에서 작업을 실시하였음..
 - 발효진세노사이드 소재 최적 섭취량을  400mg 기준으로 하여 일일 권장섭취량 
    400mg/일, 1회 복용 기준으로 경질 타입의 0형 적갈색으로 제작 완료하였음.

  - 캡슐 제품 유형을 제조할 경우, 첨가물을 최소화하기 위하여 정제 포도당만을 
     부형제로 사용하였으며 가급적 기타 합성첨가물은 배제하였음.
 - 흡습성이 강한 소재(발효진세노사이드)의 특성으로 인하여 과립 성형시 고형의 
    최소화를 위해 가급적 밀봉상태에서 작업을 실시하였음.
 - 발효진세노사이드 소재 최적 섭취량을  400mg 기준으로 하여 일일 권장섭취량 
    300mg/일, 1회 복용 기준으로 과립 형태의 스틱포로 제작 완료하였음.

         (발효진세노사이드 소재의 흡습성으로 인해 20% 이상 배합 이상 발생)
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  다. 발효진세노사이드 복합발효물 함유 최종 prototype 앰플형 음료 타입 1종 제작
    (1) 음료 타입 제조

   

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 음료 제품 제조공정
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<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 음료 제품 레시피 

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 음료 제품 레시피 

<그림> 발효진세노사이드 복합발효물 음료 제품 사진
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   (2) 고찰
     - 사내패널테스트를 대비하여 ““발효진세노사이드복합물”” 시제품의 안정성테스트를 
        실시, 항목으로 미생물 검사, pH 측정, 관능검사를 실시함.

 - 4℃, 상온, 40℃ 에서 15일간 보관, 지속적으로 안정성 테스트 실시한 결과, 미생물
    (일반세균, 대장균, 효모, 진균), pH, 관능 등, 시제품에 대한 안정성 문제 없음.
 - 가혹 조건인 40℃에서 30일 간 품질 및 안정성에 이상이 없으므로 일반적으로 
    상온하에서 유통기한 설정 실험법에 의거하여 최소 6개월 이상 유통이 가능한 
    것으로 사내패널 테스트용에 대한 시제품으로 적절하다고 판단됨.
 - 최종 시제품에서의 침전물의 경우, 펩타이드 및 현미발효물에서 발생되는 불용성
    물질에 의한 것으로 발효진세노사이드 소재 자체가 불용성이기 때문에 추 후 
    입자에 의한 나노분쇄 또는 분산공정으로 통하여 좀 더 안정화 시킬 수 있을 
    것으로 판단됨.
 - 특히, 이번 앰플 시제품의 경우, 산삼배양근 생체를 투입함으로써 소비자 기호도를 
    증가시키고자 하였음. 실제 배합 전 배합액에 관능 상 큰 영향은 없는 것으로 
    판단됨.
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제 6절. 한국형 미생물을 활용한 전통약재 복합 발효 추출물 개발 

  

1. 고기능성 혼합 농축액의 개발 

 ⓵ 농축액 제조

  각각의 원료(홍삼, 오가피, 음나무, 황칠)를 스팀을 열원으로 하는 500 L 추출탱크에 

넣고 원료 대비 8배수의 정제수를 투입하여 온도 85 ℃에서 8시간 동안 2회 추출하였

다. 추출액을 카트리지 필터(5 μm Cartridge filter)를 이용하여 여과하고 여과한 추출 

시료를 감압농축기로 이동시켜 온도 60 ℃에서 감압(800∼850 mm/Hg)하여 60 Brix

까지 농축하였다. 혼합농축액은 홍삼농축액 25 %, 오가피농축액 25 %, 음나무농축액 

25 %, 황칠농축액 25 %을 혼합하였다.

⓶발효농축액 제조

  발효농축액 제조는 농축액에 정제수를 가하여 10 Brix로 조정하고 121 ℃에서 20분

간 멸균․냉각시킨 후 유산균을 1/20 수준으로 첨가하고 37 ℃를 유지하면서 incubator

에서 72시간 동안 1차 발효를 수행하였다. 1차 발효 후 발효능을 배가 시키기 위하여 

2차 발효를 실시하였다. 2차 발효는 미생물 유래 상업 효소를 이용하였으며, 이는 비젼

바이오캠사의 Multifect-X를 사용하였다. Multifect-X를 1.5/100 수준으로 접종 후 

55 ℃ shaking incubator에서 15시간 동안 2차 발효 시킨 후, Autoclave를 이용하여 

최종 살균 하였다. 살균된 발효액을 온도 60 ℃에서 감압농축기(800∼850 mm/Hg)를 

사용하여 60 Brix까지 농축하였다.

 (가)성분분석

  ⓵ 조사포닌 함량

  조사포닌 함량은 Namba과 Ando 등의 수포화 n-butanol 추출법에 준하여 측정하였

다. 각각의 농축액 5 g을 둥근 플라스크에 취하고 80 % methanol 100 mL를 가하여 

80 ℃ water bath 상에서 2시간씩 4회 반복 추출하였다. 추출액은 여과지(Whatman 

No. 2)로 여과한 다음, 여과액을 감압농축하고 60 mL의 증류수에 용해하여 분액깔때

기에 넣고 diethyl ether를 첨가하여 지용성 성분들을 제거하였다. 남은 수층에는 수포

화 n-butanol을 50 mL씩 3회 가하여 n-butanol 층으로 이행된 saponin을 분리 농축
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시켜 조사포닌 함량으로 하였다.

두릅나무과 홍삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물의 추출물 중 조사포닌을 확인한 결과 

Table 5에 나타냈다. 발효전의 조사포닌 함량은 음나무>오가피>홍삼>황칠 순이며 발효 

후에는 음나무>홍삼>오가피>황칠 순이었다. 특히 음나무는 발효전보다 발효 후에 조사

포닌 함량이 약 1.38배 증가하는 결과를 볼 수 있었다.

표. Crude saponin 함량 (wet, mg/g)

PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus extract, 

DP: Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.

  ⓶ Ginsenoside 분석

  농축액 시료 각 1 g에 80 % 메탄올 20 mL 넣어 80 ℃에서 2시간씩 3번 추출한 

다음 여과지를 사용하여 여과한 후 모두 혼합하여 감압농축기로 농축하였다. 이를 

동량의 증류수에 용해한 후 수포화 BuOH 을 첨가하여 인삼사포닌을 추출하였다. 총 

3회 반복 추출 하여 이를 감압농축기를 이용하여 다시 농축, 건조한 후에 10 mL 

메탄올에 용해시키고 0.45 μm membrane filter로 여과한 다음 HPLC(Agilent 1260, 

USA)를 이용하여 진세노사이드 함량을 분석하였다. 칼럼은 C18(50×4.6 mm, 2.6 

μm), 검출기 는 UV detector, 203 nm에서 측정하였으며, 이동상으로는 증류수(A)과 

acetonitrile(B)의 gradient system을 사용하였으며 gradient는 0-7, 7-11, 11-14, 

14-25, 25-28, 28-30, 30-31.5, 31.5-34, 34-34.5, 34.5-40 분마다 

80.0-20.0, 71.0-29.0, 71.0-29.0, 60.0-40.0, 44.0-56.0, 30.0-70.0, 

10.0-90.0, 10.0-90.0, 81.0-19.0, 81.0-19.0와 같이 조절하였고 이동상의 유속은 

1.0 mL/min이었으며 시료 주입량은 5 μL, 분석 온도는 45 ℃로 하였다.

PG AP KP DP MP

Before

Fermentation
72.2 83.2 99.4 62.7 86.2

After

Fermentation
66.5 56.1 137.2 49.3 84.7



- 162 -

   표. HPLC 분석 조건 

 표. 발효 전 후의 ginsenoside 함량 비교 (wet, mg/g)

  PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract. 

 <그림> 발효 전 후의 HPLC profile 분석 

 PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract. 

 

Analysis Instruments Agilent 1260

Column Kinetex X 2.6 μm C18 100A

Flux 0.5 mL/min Dose 5 μL

Injection concentration Ginsenoside 1 mg/ 60 mL in 80 % methanol

Detection UV, 203 nm
Column

temperature 45 ℃

Mobile phase H2O : ACN = 80 : 20 ∼ 1 0 : 9 0 gradient

Rg1 Re Rf Rg2 Rb1 Rc Rb2 Rd F2 rg3 c-k Rh2

PG 2.12 3.11 0.80 0.61 5.93 4.13 2.12 1.21 1.11 0.68 0.69 0.04

FPG 0.41 0.40 0.22 0.43 0.32 0.30 0.08 0.32 0.80 0.65 1.41 0.14
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2차 발효 과정을 통하여 발효 전 홍삼농축액의 Major ginsenoside Rb1, Rg1, Re, Rc등의 함

량이 많이 줄어들어든 것을 확인할 수 있었으며, 특히 약리 성분이 뛰어난 대표적 2차 대사산물 

Compound-K의 함량이 발효전에는 0.69 mg/g에서 발효후 1.4 mg/g으로 다량 생산된 것을 확

인 할 수 있었다. saponin pathway 확인 결과 발효 대사 과정에서 생성된 것으로, Rb1 → Rd 

→ F2 를 거쳐 C-K가 생성된 것으로 확인 되었다(Sung, 1995).

  ⓷ Acanthoside D 분석

  농축액 시료 2 g을 정밀히 달아 50 mL 부피 플라스크에 취한다. HPLC용 메탄올로 

완전히 용해한 후 0.45 μm membrane filter로 여과하여 HPLC를 이용하여 

Acanthoside D을 분석하였다. Acanthoside D 표준품은 식품의약품안전처 생약연구과

에서 분양받았으며, 생약 지표성분 표준품 규격서에 준한 분석방법에 의하여 기기분석

을 하였다.

  <그림> acanthoside D의 구조식 

   표.  acanthoside D의 HPLC 분석 조건 

Analysis Instruments Agilent 1260 series

Column Phenomenex C18 (4.6 × 250 mm) 5 μm

Flux 1.0 mL/min Dose 10 μL

Injection concentration Acanthoside D 1 mg/10 mL in 75 % ethanol

Detection UV, 230 nm
Column

temperature
25 ℃

Mobile phase Mobile phase A – H2O Mobile phase B – ACN
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 표. 발효 전 후의 acanthoside D 함량 비교

 AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract.

<그림> 발효 전 후 Acanthopanax sessiliflorus extract의 HPLC profile 분석 

AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract.

  Acanthoside D와 Eleutheroside B는 Acanthopanax sp.의 특이적인 성분으로 알려져 있어 오

가피의 지표성분으로 선정이 가능하나, Eleutheroside B는 뿌리껍질에서의 함량(평균 0.03 %)이 

매우 낮고 줄기껍질(평균 0.14 %)에만 집중되어 있으므로 오가피 약용부위에 전반적으로 함유되어 

있는 Acanthoside D가 지표성분으로 더 적합할 것으로 사료된다(Lee, 2003).

  발효과정을 통해 오가피 농축액의 지표성분인 Acanthoside D의 함량이 발효전 0.54 mg/g에서 

발효후 0.49 mg/g으로 변화를 확인 할 수 있었다.

(mg/g) Acanthoside D

AP 0.54

MAP 0.49
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⓸ Kalopanaxsaponin B 분석

  농축액 시료 2 g을 정밀히 달아 50 mL 부피 플라스크에 취한다. HPLC용 메탄올로 

완전히 용해한 후 0.45 μm membrane filter로 여과하여 HPLC를 이용하여 

Kalopanaxsaponin B을 분석하였다. Kalopanaxsaponin B 표준품은 식품의약품안전처 

생약연구과에서 분양받았으며, 생약 지표성분 표준품 규격서에 준한 분석방법에 의하여 

기기분석을 하였다.

   

<그림> kalopanaxsaponin B 구조식

 표.  akalopanaxsaponin B의 HPLC 분석 조건

   

Analysis Instruments Agilent 1260 series

Column Waters XBridge C18 (4.6 × 250 mm) 5 μm

Flux 1.0 mL/min Dose 10 μL

Injection concentration Kalopanaxsaponin B 1 mg/10 mL in methanol

Detection UV, 210 nm
Column

temperature
25 ℃

Mobile phase 10 mM NaH2PO4 in H2O : ACN = 75 : 25
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 표. 발효 전 후의 Kalopanax pictus extract 함량 비교

 KP: Kalopanax pictus extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract.

<그림>발효 전 후 kalopanaxsaponin B의 HPLC profile 분석 

   KP: Kalopanax pictus extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract.

  음나무의 saponin 성분인 Kalopanaxsaponin B를 지표물질로 선정하고 함량 변화를 측

정하였다(Hong, 2002). 발효과정을 통해 음나무 농축액의 지표성분인 Kalo 

panaxsaponin B의 함량이 발효전 8.70 mg/g에서 발효후 2.57 mg/g으로 감소 변화를 확

인 할 수 있었다.

(mg/g) Kalopanaxsaponin B

KP 8.70

MKP 2.59
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 ⓹ 황칠 분석

<그림> 발효 전 후 Dendropanax morbifera extract의 HPLC profile 분석 

  DP: Dendropanax morbifera extract, FDP: Fermented Dendropanax morbifera 

extract.

  황칠에는 다양한 성분들이 분석 보고되고 있으나 현재까지 공인된 지표물질 설정이 되

어있지 않아 HPLC를 통한 분석 피크 변화를 통해 발효 유무 확인을 하였다. Fig. 에서 

보는 것과 같이 황칠농축액 발효전과 발효후의 HPLC 분석치 변화를 확인 할 수 있었다.
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⓺ 혼합물 분석

 <그림> 발효 전 후 혼합물의 ginsenosides and acanthoside D, kalopanaxsaponin B.

  MP: Mix extract, FMP: Fermented mixed extract.

  발효전 혼합 농축액과 발효후 혼합 농축액에서 시료 각각의 지표성분 변화를 통해 발효과정이 진

행된 것을 확인하였으며, 각각의 단일 농축액으로 발효한 결과와 유사하게 지표성분 변화를 확인 

할 수 있었다.
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(나) 효능 분석

⓵ DPPH radical 소거능 측정

   항산화 활성은 어떤 성분이나 물질 등이 산화 분해를 억제하는 능력을 말하며, 항산

화 활성을 측정하는 방법으로 DPPH법을 사용하였다. DPPH 라디칼 소거활성은 Blois

방법에의해 측정하였다. 이 방법은 원래 천연에 있는 수소공여체(H-donor)를 측정하기 

위해 고안되었으나, 이후 페놀성 물질이나 식품의 free radical 소거활성을 측정하는데 

사용되었다. 또한, 이 방법은 안정한 자유 라디칼인 2,2-diphenyl-1-picryl 

hydrazyl(DPPH)이 수소공여체(H-donor)와 반응하는 능력을 원리로 하여 측정하는 

것으로, DPPH는 가시광선 영역에서 매우 강한 흡수를 보여주기 때문에 UV-Vis 분광

광도계로 측정할 수 있어 항산화 활성측정에 일반적으로 광범위하게 이용되어진다.

  추출된 각 시료는 일정한 농도로 희석한 후 96 well plate에서 시료 20 μL에 0.2 

mM DPPH용액 180 μL를 혼합한 후 암조건 하에서 30분간 반응한 후 ELISA  

reader (BioTec, USA)를 520 nm에서 흡광도를 측정하였다. 시료를 첨가하지 않은 

무첨가군과 첨가군의 값을 비교하여 라디컬 소거능(%)을 다음과 같은 계산식에 의해 

계산한 후 각 시료별 라디칼 소거능에 대한 검량선에서 라디칼 소거능이 50%가 되는 

농도인 IC50로(Inhibitory Concentration) 환산하였다. 양성 대조약물로는 ascorbic 

acid를 농도별로 조제하여 사용하였다.

DPPH radical scavenging

 activity (%)
=

1- 시료 첨가군의 흡광도
× 100

무첨가군의 흡광도
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발효전 농축액과 발효후 농축액을 일정량 희석하여 항산화활성을 비교하였으며, 대조

군으로 ascorbic acid를 사용하였다. 원료 중 황칠 농축액이 항산화활성이 좋았으며, 발

효과정을 거친 발효후 황칠농축액이 발효전 보다 항산화활성이 더욱 좋아진 것을 확인

할 수 있었다. 발효전의 농축액에서는 오가피와 황칠, 음나무 순으로 항산화활성이 좋았

으며, 발효과정을 거친 농축액에서는 황칠, 오가피, 혼합물 순으로 항산화활성이 좋은 것

을 확인 할 수 있었다. 원료마다 발효를 통한 항산화활성 증대가 차이가 있었으며 황칠

의 경우가 발효를 통한 항산화활성 증대 효과를 볼 수 있었다.

 ⓶ 세포독성 측정(MTT assay)

  각 농축액 시료에 대한 세포독성은 MTT(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5- 

diphenyltetra zolium bromide, Duchefa Biochemie, Haarlem, Netherland)방법으로 

측정하였다. 96 well plate에 well당 RAW264.7, A549, B16, 3T3-L1세포별로 접종

하여 5 % CO2, 37 ℃에서 24시간 배양 후, 각 시료 별로 다시 접종하여 48시간 배양

<그림>DPPH radical scavenging activity.
PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax
sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract, DP: Dendropanax morbifera extract, FDP:
Fermented Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract, FMP: Fermented mixed extract.
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하였다. 이후 5 mg/ml 의 MTT 시약을 이용하여 10 μL씩을 각 well에 가하여 5 % 

CO2, 37 ℃ 배양기에서 4시간 동안 정치하였다. MTT 용액을 완전히 제거하여 배양 

plate를 건조한 후 100 uL dimethyl sulfoxide (DMSO, Sigma -Aldrich, USA)로 

세포 내에 형성된 formazan crystal이 보라색으로 발색되면 용해하여 ELISA plate 

reader (BioTec, USA)로 570 nm에서 흡광도를 측정하였다. 세포독성비율은 정상세

포와 추출물을 처리한 군의 비율로 계산하였다.

⓷ 항염 활성 측정

RAW 264.7 macrophage cell 배양

  실험에 사용한 대식세포주인 RAW 264.7 cell은 한국세포주은행 (KTCC, Seoul, 

Korea)에서 분양받아 사용하였다. RAW264.7 세포는 10 % FBS(Fetal bovine 

serum)를 함유한 DMEM(Dulbecco’s modified Eagle’s medium)에 (10 % FBS, 

100 U/mL penicillin 및 100 ug/mL streptomycin)을 첨가한 배지를 이용하여 37 

℃, 5 % CO2 incubator에서 배양하였다.

Cell viability (%) =
시료 첨가군의 흡광도

× 100
무첨가군의 흡광도
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10종의 extract(홍삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물, 발효홍삼, 발효오가피, 발효음나무,

발효황칠, 혼합발효물)가 대식세포에 영향을 줄 수 있는 최소농도를 검증하기 위하여 세포

독성을 나타내는지에 관한 선행연구로 RAW 264.7 cell에서 48시간 동안 처리한 후 이들

엑스가 세포에 미치는 cell viability에 관한 영향을 측정하였다. 대식세포인 RAW 264.7 세

포를 사용하여 10종 엑스를 농도별로 대식세포에 처리한 후, MTT assay 방법으로 세포

생존율로서 세포독성 유무를 확인하였다.

그 결과 발효전 농축액과 발효후 농축액 모두 0.01 mg/mL에서 80 %이상의 유의적인

세포독성을 나타내지 않았다. 따라서 0.01 mg/mL 농도에서 항염증효과 확인시험을 진행하

더라도 세포독성에서 기인한 억제효과는 나타나지 않을 것으로 판단하였다. 그러나 1

mg/mL에서 발효 농축액이 발효전 농축액보다 세포독성이 낮다는 것을 특이적으로 확인

할 수 있었으며, 10 mg/mL에서 모두 세포독성을 나타내었다.

 * Nitric Oxide (NO) 생성량 측정

  RAW 264.7 세포에 대하여 DMEM 배지를 이용하여 1×105 cells/ml로 조절한 후 

96 well plate에 접종하고, 시료와 LPS(1 �g/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처

리하여 24시간 배양하였다. 생성된 NO의 양을 Griess reagent을 이용하여 세포배양 

상등액 100 �L와 Griess reagent[1 %(w/v) sulfanilamide, 0.1 %(w/v) naphtyl- 

ethylenediamine in 2.5 %(v/v) phosphoric acid] 100 �L 를 혼합하여 96 well 

plates에서 10분 동안 반응시킨 후 ELISA microplate reader를 이용하여 540 nm에

<그림> 세포독성 RAW264.7 cells
10 sample(PG, FPG, AP, FAP, KP, FKP, DP, FDP, MP, FMP) on cell viability
respectively. In the cell viability assay, RAW264.7 cells were incubated for 48 h
with various concentrations of samples. Cell viability was determined, as described
in the materials and methods.
PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax
sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract, DP: Dendropanax morbifera extract, FDP:
Fermented Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract, FMP: Fermented mixed extract.
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서 흡광도를 측정하였다. 생성된 nitrite의 농도는 sodium nitrite를 DMEM 배지에 용

해한 표준곡선을 이용하여 계산하였으며, LPS를 처리한 시험군과 LPS를 처리하지 않

은 대조군에서 생성된 nitrite 양의 차이를 기준으로 각 시료의 NO 생성 저해활성을 확

인하였다. 또한, 현재 알려진 NO 생성을 억제하는 물질로 L-arginine의 구조 유사체인 

N-monomethyl-L-arginine (L-NMMA)와 비교하여 iNOS 유도 후 단계에 미치는 

영향을 비교 조사하였다.

대식세포에서 분비되는 대표적인 세포독성물질인 NO(Nitric Oxide) 생성에 대하여 10종

extract(홍삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물, 발효홍삼, 발효오가피, 발효음나무, 발효황칠,

혼합발효물)의 조절효과를 조사하였다. 내독소로 잘 알려진 lipopolysaccaride(LPS)는 그

람 음성균의 세포외막에 존재하며, Raw 264.7 세포와 같은 macrophage 또는 monocyte

에서 TNF-α, IL-6, IL-1β과 같은 pro- inflammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알

<그림> Measurement of nitric oxide(NO) production.

Effect of mixture, Kalopanax, Dendropanax, Acnthopanax, Ginseng on excessive

NO and ROS production by LPS-stimulated Raw 264.7 cells. NO release were

measured in the culture supernatant of Raw 264.7 cells treated with 0.01 μg/mL

concentrations of samples with or without LPS (1 μg/mL) for 48 h. L-NMMA

(50 μM) was used as a positive control drug for NO determination. Each value

indicates the mean of 3-4 independent experiments.

∗P < 0.05 and ∗∗ P < 0.01 versus LPS-treated cells
PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, DP: Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.
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려져 있다. 염증유발에 관여하는 NO에 대한 억제율을 확인하기 위해, 대식세포인 RAW 

264.7 세포에 LPS를 처리하여, 발효전 농축액과 발효후 농축액이 얼마나 NO생성을 억

제하는지에 대한 실험을 실시하였다. 10종 시료에 의한 NO 생성 조절 정도는 LPS 단

독 처리군에서 분비되는 NO양을 100 %로 환산하여 비교한 결과 모든 시료가 iNOS 

인 L-NMMA 보다 NO억제능이 낮았지만 발효전 농축액과 발효후 농축액을 비교하였

을 때, 개별의 발효농축액이 발효전 농축액 보다 NO억제능이 더 좋은 것으로 보였으며, 

그 중 혼합 발효물이 가장 높은 NO 억제능을 보였다. 10종의 농축액의 NO 억제능을 

보면 발효물에서 혼합물>황칠>홍삼>음나무>오가피 순으로 억제능을 볼 수 있었다. 

* 세포내 활성 산소종 소거능

  각 농축액에 대한 산화적 손상을 보호하는 효과를 확인하기 위해 활성산소와 반응하

여 형광을 발산하는 2',7'-dichlorofluoresceindiacetate(DCF-DA)를 이용하여 세포내

에서 발생되는 활성산소의 정도를 측정하였다. 6-well plate에 2×105개의 RAW 

264.7 세포를 분주한 후 37 °C, 5 % CO2 배양기에서 24시간 동안 배양한 다음, 시

료를 1시간 전 처리하였다. LPS(100 ng/mL)를 24시간 처리한 다음 DCF-DA를 최종

농도 10 μM이 되도록 넣고 37 °C 에서 30분간 더 배양하였다. 이후, 상등액을 

Black plate로 옮긴 후, ELISA reader를 이용하여(excitation: 484 ㎚, emission: 

530 ㎚)에서 측정하였다. DCF 형광광도의 증가율은 대조군과 비교하여 배수(fold)로 

계산 하였다.
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  ROS 분비는 innate immunity와 관련성이 크며, 대식세포와 같은 탐식세포가 

pattern recognition에 의한 특정 표면항원의 활성이 유도되어 조절되는 것으로 알려져 

있다.

  10가지 extract(홍삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물, 발효홍삼, 발효오가피, 발효음나

무, 발효황칠, 혼합발효물)이 LPS에 의한 RAW 264.7 세포내의 ROS 생성에 미치는 

효과를 DCF-DA assay를 통하여 검토하였다. 먼저 RAW 264.7 세포에 0.01 mg/mL

의 추출물을 전 처리한 다음, LPS로 세포 내의 ROS 생성을 유도하여 DCF 형광강도를 

관찰하였다. 그 결과, 아무런 처리도 하지 않은 대조군에 비하여, LPS를 단독 처리한 

실험군에서는 유의성 있는 형광강도의 증가를 보였다. 이로써 LPS의 처리가 RAW 

264.7 세포 내의 ROS 생성을 효과적으로 유도하였음을 알 수 있었다. Fig. 11 세포 내 

ROS(Reactive Oxygen Species) 생성량에 미치는 영향은 대조군이 정상군에 비하여 

큰 폭으로 증가하였으며, 농축액 투여군 (0.01 μg/mL)은 발효전과 발효후의 ROS 생

성 억제 량에 많은 차이가 나지 않지만 대조군에 비하여 ROS 생성을 억제하는 것을 알 

수 있었다. 그중에서 혼합발효농축액이 ROS 생성 억제능이 좋은 것으로 나타났다.

그림. Measurement of reactive oxygen species(ROS).

Effect of mixture, Kalopanax, Dendropanax, Acnthopanax, Ginseng on excessive

NO and ROS production by LPS-stimulated Raw 264.7 cells. ROS production

were measured in the culture supernatant of Raw 264.7 cells treated with 0.01

μg/mL concentrations of samples with or without LPS (1 μg/mL) for 48 h.

L-NMMA (50 μM) was used as a positive control drug for NO determination.

Each value indicates the mean of 3-4 independent experiments. ∗P < 0.05 and

∗∗ P < 0.01 versus LPS-treated cells
PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, DP: Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.
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⓸ 항암 활성 측정

* A549 cell 배양

  실험에 사용한 폐암세포주인 A549 cell은 한국세포주은행 (KTCC, Seoul, Korea)에

서 분양 받아 사용하였다. A549세포는 10 % FBS(fetal bovine seum)를 함유한 

RPMI1640 배지를 이용하였고 37 ℃, 5 % CO2 incubator에서 배양하였다.

* 암세포 증식 억제 효과

  농축액의 암세포 억제활성을 측정하기 위해 2 mM Thymidine (Sigma-Aldrich)를 

24 시간 동안 처리하여 세포의 성장을 중지시킨 후 PBS로 2회 세척하였다. 그 후 스크

래퍼 찰과기(scraper)를 이용하여 창상 선을 만든 후 다시 PBS로 2회 세척하고 다양

한 농도의 추출물을 처리하였다. 세포이동 정도는 일정한 시면적에 이동한 세포 수를 

세어 이동한 세포수의 비율을 계산하여 평가하였다. 
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  무발효 농축액과 발효 농축액을 A549 폐암 세포에 처리하여 생물학적 활성을 

분석하는 테스트를 실시하였다. 모든 시료가 처리 48시간 후 10 mg/mL에서 독성이 

높은 것을 알 수 있다. 오직 10가지 샘플 중에서 발효한 황칠농축액만 0.01 

mg/mL에서 세포 생존 능력이 현저히 감소하였다. 또한, 황칠이 포함된 발효 혼합물도 

0.1 mg/mL에서 세포 생존 능력이 감소하였다는 것을 보여준다. 1 mg/mL의 농도에서, 

비발효 황칠, 홍삼과 발효된 혼합물과 오가피에서 크게 세포 생존능력이 감소하였으며, 

10 mg/mL 농도에서는 모든 추출물에서 세포생존율이 크게 낮아졌다. 

 

* Hoechst staining

  세포 사멸의 대표적인 현상인 chromatin condensation과 fragmentation을 확인 할 

수 있는 Hoechst staining을 수행 하였다. 12well plate에 2×105의 세포를 plating하

고 37 ℃에서 24시간 동안 CO2 incubator에서 배양했다. 이후 추출물을 처리하지 않은 

대조군과 추출물을 0.1 mg/mL을 처리한 실험군을 24시간 배양한 후 DPBS로 well을 

washing 했다. 2 %의 paraformaldehyde를 300 uL/well 처리하고 15분간 incubation 

함으로써 cell을 fixation 했다. 그 후 DPBS를 이용해 paraformaldehyde를 washing해 

주고 0.5 %의 triton×100을 300 uL/well 처리하고 10분 후 1 nM의 Hoechst 

33258을 처리해 주고 30분간 암 반응 시킨 후 관찰했다.

<그림> Cell viability in A549 cells.

Human lung carcinoma cells (A549) exposed to samples 1. PG, 2. FPG, 3. AP, 4.
FAP, 5. KP 6. FKP, 7. DP, 8. FDP, 9. MP, 10. FMP over a period of 48h
treatment. Cytotoxicity was tested at 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1 and 10 mg/mL. The 10
samples at 10 mg/mL exhibit significant cytotoxicity. All results are representative
of three independent experiments. *p ≤ 0.05, **p ≤ 0.01 and ***p ≤ 0.001.
PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax
sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract, DP: Dendropanax morbifera extract, FDP:
Fermented Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract, FMP: Fermented mixed extract.
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<그림>   Analysis of apoptosis by fluorescent microscopy. 

PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus extract, DP: 
Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.

  Cancer cell에 대한 10종 extract(홍삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물, 발효홍삼, 발효

오가피, 발효음나무, 발효황칠, 혼합발효물)의 영향을 알아보기 위해서 apoptosis의 대표

적인 현상인 chromatin condensation과 chromatin fragmentation을 관찰 할 수 있는 

Hoechst staining을 수행하였다. 인간의 폐암세포 A549에 대하여 1 mg/mL의 10종 엑

스를 처리한 실험 군에서 Hoechst 33258 염색법을 통해 세포 사멸을 관찰한 결과, 10개

의 표본 중에서 무발효와 발효 음나무 농축액에서 크게 세포사별을 유도됨을 알 수 있었

으며 무발효 오가피 농축액 역시 화살표로 표시된 거처럼 핵 파괴와 사멸된 형태를 보였

다.

  세포사멸 단계 중 DNA fragmentation 이전에 nucleus structure의 변화와 더불어 

chromatin의 응축현상이 일어나는데, 아래 실험 결과를 토대로 볼 때, 발효 전후의 음나무 

농축액과 무발효 오가피 농축액 처리에 의해서 암세포가 세포사멸 단계로 접어드는 것으

로 사료된다. 
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⓹ 항비만 활성 측정

 * 3.5.6.1. 3T3-L1 cell 배양 및 분화

  한국세포주은행으로 부터 분양받은 3T3-L1 세포주는 10 % FBS를 함유한 DMEM 

배지(Gibco, Grand Island, NY, USA)를 이용하였고 37 ℃, 5 % CO2 조건에서 배양

하였다. 3T3-L1 지방세포의 분화를 위하여 3T3-L1 지방세포가 약 70 %의 

confluency를 나타낼 때 분화유도물질 (10 g/mL insulin, 0.25 M dexamethasone, 

0.5 mM 1-methyl-3 -isobutylwanthine) 을 첨가시킨 DMEM 배양액으로 2일간 지

방세포 분화를 유도한 다음 10 % FBS를 함유하는 DMEM 배양액에서 7일간 배양하여 

80 % 이상 지방 입자 축적을 확인하였다.

<그림> Cell viability in 3T3-L1 cells.

To study the cytotoxity of effect of 1.PG, 2.FPG, 3.AP, 4.FAP, 5.KP, 6.FKP, 7.DP,
8.FDP, 9.MP, 10.FMP on cytotoxicity on 3T3-L1 cell MTT assay is performed.
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  10개의 샘플이 3T3-L1 세포에 세포 독성을 연구하기 위해 MTT 세포 독성 분석법을 

수행하였다. 세포(1x104 cells/well)를 37 ℃에서 각각의 샘플을 다양한 농도(0.001 mg 

to 10 mg/mL)로 배양하였다. 1 mg/mL의 농도로도 Fig. 18에서 보는 것과 같이 10개의 

샘플이 3T3-L1 세포 생존력에 유의한 억제 효과가 없었다. 그리고 발효전 농축액이 발

효후 농축액 보다는 세포 생존이 좋은 것으로 판단할 수 있었다. 발효전 혼합물, 음나무, 

황칠, 오가피, 홍삼과 발효후 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼은 pre-adipocyte cell 

line인 3T3-L1 대한 현저한 독성을 나타내지 않는 것을 발견하였다. 발효 혼합물, 황칠

은 80 % 이상의 세포 생존율을 보이며 3T3-L1 cell line에 대한 독성 또한 없다는 것을 

보여주었다. 

 * Oil red staining

  세포내 축적 생성을 확인하기 위하여 Oil Red staining을 실시하였다. 준비된 

3T3-L1 지방전구세포를 PBS로 세척한 후 3.7 % fromaldehyde로 1시간 고정하고 

60 % isopropanol을 이용하여 세척, 건조 후 Oil Red staining 용액을 처리하여 상온

에서 20분간 염색하였다. 염색 후 60 % isopropanol과 증류수를 사용하여 세척한 다

음 염색된 세포를 현미경을 이용하여 관찰하였다. 또한 염색된 지방의 정량적 분석을 

위하여 100 % isopropanol로 용해시킨 후 500 nm에서 흡광도를 측정하였다

PG: Panax ginseng extract, FPG: Fermented Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax
sessiliflorus extract, FAP: Fermented Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, FKP: Fermented Kalopanax pictus extract, DP: Dendropanax morbifera extract, FDP:
Fermented Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract, FMP: Fermented mixed extract.

<그림> Measurement of oil red staining.
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3T3-L1 Oil red 염색에 지질축적을 조사하고 Triglyceride(TG) contened 시행하였다. 

전 지방 세포는 24 well plate에서 1x104의 밀도로 플레이팅 하였다. 전 지방 세포 의 완

전 합류한 후, 차별화 media(IBMX 51.8 mM, Dexamethasone 1mM, Insulin 10 μM)

에 샘플을 처리하지 않거나 하는 것을 14일까지 유도했다. 하루에 14 셀을 붉은 유염료로 

염색하고 가볍게 물로 씻어냅니다. 그리고 초점 촬영 사진을 Fig. 19과 같이 표시 됩니다. 

발효 혼합물, 황칠, 오가피는 대조군인 MDI 처리된 세포와 비교하여 효율을 나타낸다. 

  Triglyceride 함량은 100 % isopropanol 지방을 용해시켜 측정치를 Fig. 20에 표시

하였다. MDI-처리 된 세포에 비해, 발효전 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼 및 발효

후 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼은 MDI로 표시되는 adipocytic 분화된 3T3-L1

세포에서 TG 함량을 감소시켰다. 

  발효전 농축액과 발효후 농축액 샘플 모두 MDI 세포를 치료에 비해 좋은 효과를 

<그림> Measurement of triglyceride content.

Triglyceride contented was measured by dissolving the lipid droplet 100 %

isopropanol which were indicated in fig. 19 compared to MDI-treated cells, MP,

KP, DP, AP, GP and fermentated MP, KP, DP, AP, GP decreased TG content in

differentiated adipocytic 3T3-L1 cells which are indicated as MDI. **P<0.01;

***P<0 .001 when compared with control MDI.
PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, DP: Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.

To investigate the lipid accumulation on 3T3-L1 oil red staining and triglyceride

contened (TG) were performed.
PG: Panax ginseng extract, AP: Acanthopanax sessiliflorus extract, KP: Kalopanax pictus
extract, DP: Dendropanax morbifera extract, MP: Mixed extract.
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보였다. 발효전 농축액 중 홍삼은 MDI처리 세포와 비교하여 더 우수하게 나타났다. 

또한 발효 농축액 샘플 중 혼합물, 음나무, 황칠은 발효전 농축액 및 MDI처리 세포에 

비해 Triglyceride contents(TG)의 현저한 감소를 나타냈다. 특히 발효 농축액 중 

혼합발효농축액이 3T3-L1 adipocyte cell에서 지질 축적을 현저하게 감소시키고 세포 

내에서 지방 세포의 기능을 억제하는데 매우 효과를 보이는 것으로 사료된다.

 발효전 농축액과 발효후 농축액을 일정량 희석해서 항산화활성을 비교하였으며, 대조

군으로 Ascorbic acid를 사용하였다. 원료 중 황칠 원료가 항산화활성이 좋았으며, 발

효과정을 거친 발효황칠농축액이 발효 전 보다 항산화활성이 더욱 좋아진 것을 확인 할 

수 있었다. 발효전의 농축액에서는 오가피와 황칠, 음나무 순으로 항산화활성이 좋았으

며, 발효과정을 거친 농축액에서는 황칠, 오가피, 혼합물 순으로 항산화활성이 좋은 것

을 확인 할 수 있었다. 원료마다 발효를 통한 항산화활성 증대가 차이가 있었으며 황칠

의 경우가 발효를 통한 항산화활성 증대 효과를 볼 수 있었다.

  항염 활성 비교에 있어서 대식세포인 RAW 264.7 세포를 사용하여 10종 농축액(홍

삼, 오가피, 음나무, 황칠, 혼합물, 발효홍삼, 발효오가피, 발효음나무, 발효황칠, 혼합발

효물)를 농도별로 대식세포에 처리한 후, MTT assay 방법으로 세포 생존율로서 세포

독성 유무를 확인하였다. 그 결과 발효전 농축액과 발효후 농축액 모두 0.01 mg/mL에

서 80 %이상의 유의적인 세포독성을 나타내지 않았다. 따라서 0.01 mg/mL 농도에서 

항염증효과 확인시험을 진행하더라도 세포독성에서 기인한 억제효과는 나타나지 않을 

것으로 판단하였다. 특히 1 mg/mL에서 발효 농축액이 발효전 농축액보다 세포독성이 

낮다는 것을 특이적으로 확인 할 수 있었다.

  대식세포에서 분비되는 대표적인 세포독성물질인 NO(Nitric Oxide) 생성에 대하여 

10종의 발효 전후의 농축액의 조절효과를 조사하였다. 내독소로 잘 알려진 

lipopolysaccaride(LPS)는 그람 음성균의 세포외막에 존재하며, Raw 264.7 세포와 같

은 macrophage 또는 monocyte에서 TNF-α, IL-6, IL-1β과 같은 pro- 

inflammatory cytokine을 증가시키는 것으로 알려져 있다. 염증유발에 관여하는 NO에 

대한 억제율을 확인하기 위해, 대식세포인 RAW 264.7 세포에 LPS를 처리하여, 발효

전 농축액 및 발효농축액이 얼마나 NO생성을 억제하는지에 대한 실험을 실시하였다. 

10종 농축액에 의한 NO 생성 조절 정도는 LPS 단독 처리군에서 분비되는 NO양을 

100 %로 환산하여 비교한 결과 모든 시료가 iNOS 인 L-NMMA 보다 NO억제능이 낮

았지만 발효전 농축액과 발효 농축액을 비교하였을 땐, 발효 농축액이 발효전 농축액 

보다 NO억제능이 더 좋은 것으로 보였으며, 그 중 발효 혼합물이 가장 높은 NO 억제



- 183 -

능을 보였다. 10종의 농축액의 NO 억제능을 보면 발효농축액에서 혼합물>황칠>홍삼>

음나무>오가피 순으로 억제능을 볼 수 있었다.

  ROS 분비는 innate immunity와 관련성이 크며, 대식세포와 같은 탐식세포가 

pattern recognition에 의한 특정 표면항원의 활성이 유도되어 조절되는 것으로 알려져 

있다. 10가지 농축액이 LPS에 의한 RAW 264.7 세포 내 의 ROS 생성에 미치는 효과

를 DCF-DA assay를 통하여 검토하였다. 먼저 RAW 264.7 세포에 0.01 mg/mL의 

추출물을 전 처리한 다음, LPS로 세포 내의 ROS 생성을 유도하여 DCF 형광강도를 관

찰하였다. 그 결과, 아무런 처리도 하지 않은 대조군에 비하여, LPS를 단독 처리한 실

험군에서는 유의성 있는 형광강도의 증가를 보였다. 이로써 LPS의 처리가 RAW 264.7 

세포 내의 ROS 생성을 효과적으로 유도하였음을 알 수 있었다.  세포 내 

ROS(Reactive Oxygen Species) 생성량에 미치는 영향은 대조군이 정상군에 비하여 

큰 폭으로 증가하였으며, 농축액 투여군 (0.01 μg/mL)은 발효전과 발효후의 ROS 생

성 억제 량에 많은 차이가 나지 않지만 대조군에 비하여 ROS 생성을 억제하는 것을 알 

수 있었다. 그중에서 발효혼합농축액이 ROS 생성 억제능이 좋은 것으로 나타났다.

  항암 활성 비교에 있어서는 세포 독성을 평가하기 위해 서로 다른 농도에서 평가 하

였다. 오직 10가지 농축액 중에서 발효 황칠농축액만 0.01 mg/mL에서 세포 생존 능력

이 현저히 감소하였다.

  Cancer cell에 대한 10종 농축액의 영향을 알아보기 위해서 apoptosis의 대표적인 

현상인 chromatin condensation과 chromatin fragmentation을 관찰 할 수 있는 

Hoechst staining을 수행하였다. 인간의 폐암세포 A549에 대하여 1 mg/mL의 10종 

엑스를 처리한 실험군에서 Hoechst 33258 염색법을 통해 세포 사멸을 관찰한 결과, 

10개의 농축액 중에서 발효전과 발효후 음나무 농축액에서 크게 세포사별을 유도됨을 

알 수 있었으며 발효전 오가피 농축액 역시 세포핵 파괴와 사멸된 형태를 보였다. 세포

사멸 단계 중 DNA fragmentation 이전에 nucleus structure의 변화와 더불어 

chromatin의 응축현상이 일어나는데, 아래 실험 결과를 토대로 볼 때, 발효 전후의 음

나무 농축액과 발효전 오가피 농축액 처리에 의해서 암세포가 세포사멸 단계로 접어드

는 것으로 보였다. 

  EGF를 투입하지 않은 EGF 무자극과 EGF를 투입한 EGF 자극(20 ng/mL)로 암세

포 생육저해효과를 분석한 결과, 그림 Fig. 14와 같이, EGF로 자극을 준 암세포에서는 

빠른 암세포 증식이 있었지만, 10가지 농축액을 처리한 군에서는 EGF군과 비교하여 생

육이 저해됨을 알 수 있었다. 하지만, 발효전 과 발효후의 변화에서는 크게 유의한 차이
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가 없음을 알 수 있었다.

  피부미백 활성에 있어서 피부미백 화합물은 직접 tyrosinase 저해 및 멜라닌 생합성 

저해에 의해 B16BL6 흑색 종 세포에서 멜라닌 생성을 억제한다. B16BL6 세포에서 1.

혼합물 2 .음나무, 3. 황칠 4. 오가피, 5. 홍삼에서 발효전 및 발효후 농축액의 멜라닌 

형성 억제 효과를 조사했다. 세포(1×105 cells/well) 2일 동안 각 샘플의 다양한 농도

로 배양하였다. 1 mg/mL에서는 발효전 오가피농축액과 혼합물에서 세포 생존율이 높

았다. 그리고 0.1 mg/mL에서 발효황칠농축액에서만 80 %이하의 생존율을 보였으며, 

0.01 mg/mL에 10개의 농축액 모두 독성효과를 보이지 않았다. 발효전 및 발효후 농축

액이 세포 B16BL6에서 세포 독성 가능성이 있는지 여부를 평가하고 발효전 및 발효후 

농축액 모두는 0.01 mg/mL로 유의한 세포 독성 효과를 갖지 않는 것을 발견했다. 

  세포 tyrosinase 활성의 억제 효과에서 세포(5×105 cells)를 2일간 1 μM α

-MSH 또는 알부틴의 존재 하에 샘플을 다양한 농도로 처리하였다. 세포 용해물에서 

tyrosinase 활성은 DOPA oxidase 활성 분석으로 결정하였다. 발효전의 농축액에서는 

음나무>혼합물>홍삼>황칠>오가피 순으로 tyrosinase 활성의 억제 효과가 좋았으며, 발

효후의 농축액에서는 혼합물>홍삼>황칠>음나무>오가피 순을 보였다. 

  모든 샘플이 크게 0.01 mg/mL에서 멜라닌 합성 및 tyrosinase를 억제하는 것을 발

견하여 이러한 결과는 0.1 mg/mL 농도의 알부틴에서 발견되는 것에 비하여 더 효과를 

나타낸다. 5가지 발효전 농축액 중에서 음나무는 cellular tyrosinase을 저해와 멜라닌 

양을 줄이는 가장 좋은 결과를 나타냈다. 5가지 발효 농축액의 경우에는 혼합물이 세포

의 tyrosinase 분석에서 최고의 효과를 나타내었다. 혼합물과 음나무에서는 세포의 멜

라닌 함량을 감소시키는 유사한 결과를 보여준다.

  세포(2×10⁵ cells/well)를 2일간 α-MSH의 1 μM의 존재 하에 농축액과 알부틴

을 다양한 농도로 배양하였다. PBS로 세척 후, 세포를 트립신 화에 의해 수확하였다. 

세포 펠렛은 1시간 80 ℃에서 10 % DMSO를 포함하는 1 N NaOH를 500 μL에 용

해되었다. 각각의 멜라닌 함량은 ELISA 리더에서 475 nm에서 흡광도를 측정하여 결

정하였다. B16BL6 멜라닌 세포의 생존율을 저하시키지 않고 멜라닌 생산을 감소시키는 

B16BL6 세포에 1 혼합물 2 음나무 3 황칠 4 오가피 5 홍삼 발효전 및 발효후 농축액

의 잠재적인 항멜라닌 형성을 발견했다. 특히 발효 혼합물(FMP)와 무발효 음나무(KP)

는 0.1 mg/mL 농도의 알부틴을 사용한 것보다 높은 멜라닌 생산 감소 결과를 나타냈

다.

  항비만 활성 비교에 있어서는 10개의 농축액이 3T3-L1 세포에 세포 독성을 연구하
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기 위해 MTT 세포 독성 분석법을 수행하였다. 세포(1x104)를 37 ℃에서 각각의 샘플

을 다양한 농도(0.001 mg to 10 mg/mL)로 배양하였다. 1 mg/mL의 농도로도 Fig 

18에서 보는 것과 같이 10개의 농축액이 세포 생존력에 유의한 억제 효과가 없었다. 그

리고 발효전 농축액이 발효 농축액 보다는 세포 생존이 좋은 것으로 판단할 수 있었다. 

발효전 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼과 발효 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼

은 pre-adipocyte cell line인 3T3-L1 대한 현저한 독성을 나타내지 않는 것을 발견

하였다. 발효 혼합물, 황칠은 80 % 이상의 세포 생존율을 보이며 3T3-L1 cell line에 

대한 독성 또한 없다는 것을 보여주었다. 

  3T3-L1 오일 빨간색 염색에 지질축적을 조사하고 Triglyceride(TG) contened 시

행하였다. 전 지방 세포는 24 well plate에서 1x104의 밀도로 플레이팅 하였다. 전 지

방 세포 의 완전 합류한 후, 차별화 media(IBMX 51.8 mM, Dexamethasone 1 mM, 

Insulin 10 μM)에 샘플을 처리하지 않거나 하는 것을 14일까지 유도했다. 하루에 14 

셀을 붉은 유염료로 염색하고 가볍게 물로 씻어냅니다. 그리고 초점 촬영 사진을 그림 

19과 같이 표시 됩니다. 발효 혼합물, 황칠, 오가피는 대조군인 MDI 처리된 세포와 비

교하여 효율을 나타낸다.

  트리글리세리드 함량은 100 % isopropanol 지방을 용해시켜 측정치를 Fig 20에 서 

확인할 수 있다. MDI-처리 된 세포에 비해, 발효전 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼 

및 발효 처리한 혼합물, 음나무, 황칠, 오가피, 홍삼은 MDI로 표시되는 adipocytic 분화

된 3T3-L1세포에서 TG 함량을 감소시켰다. 

  발효전 농축액과 발효 농축액 샘플 모두 MDI 세포를 치료에 비해 좋은 효과를 

보였다. 발효전 농축액 중 홍삼은 MDI처리 세포와 비교하여 더 우수하게 나타났다. 

또한 발효 농축액 샘플 중 혼합물, 음나무, 황칠은 발효전 농축액 및 MDI처리 세포에 

비해 Triglyceride contents(TG)의 현저한 감소를 나타냈다. 특히 발효 농축액 중 

발효 혼합물 농축액이 3T3-L1 adipocyte cell 에서 지질 축적을 현저하게 감소시키고 

세포 내에서 지방 세포의 기능을 억제하는데 매우 효과를 보이는 것으로 판단된다.
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2. 돌외를 이용한 인삼 사포닌의 전환 

  돌외(Gynostemma pentaphyllum)는 박과(Cucurbitaceae)에 속하는 다년생 덩굴성 

초본류로서(Blumert and Liu, 1999), 예로부터 칠엽담(七葉膽)이라고 하여 주로 전초 

또는 지상부위를 약용으로 이용해 왔다. 돌외에는 다량의 사포닌 성분이 함유되어 있으며 

지상부로부터 사포닌을 분리하여 이를 gypenoside라고 명명 한 것을 계기로 지금까지 

약 100여 종의 사포닌이 분리 된 것으로 보고되고 있다.  돌외에는 진정 효과를 가지고 

있다고 알려진 protopanaxdiol계 사포닌(PPD)을 다량 함유하고 있으며 그 중 

gypenoside V는 돌외의 대표적인 major 성분으로 알려져 있다. 

                             
R1O

1

2

3

4
5

6
7

8

9

10

11
12

13

14 15

16
17

HO
R3O

1819

20

21 22 23 24 25
26

27

29 28

30

    PPD 

종류 R1 R2

ginsenoside Rb1 glu(2→1)glu glu(6→1)glu

gypenoside V glu(2→1)glu glu(6→1)rha

돌외의 gypenoside V는 ginsenoside Rb1과 비교하였을 때 C-20에 결합 되어진 당의 

한 종류가 gypensoide V이 glucose-rhamnose인 것에 반하여 ginsenoside Rb1의 경

우 glucose-glucose 결합 구조를 가지고 있어 결합되어진 당의 한 부분만을 제외하면 

동일 구조를 가지고 있는 것을 알 수 있다. 따라서 gypenoside V에서 rhamnose를 가수

분해 시킨다면 인삼의 ginsenoside Rd 및 다양한 인삼 사포닌으로의 변환이 가능하다. 

이에 본 연구에서는 돌외의 gypenoside V를 이용하여 인삼의 minor 사포닌으로 전환을 

수행하고자 하며, 전환 효소는 본 연구팀에서 개발한 미생물 효소를 활용하고자 하였다. 

<그림> 돌외의 gypenoside V의 ginsenoside Rg3로의 전환
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 본 연구에서 이용한 Gypenoside V의 전환 결과 ginsenoside Rg3가 생성됨을 확인 할 수 

있었다. 

<그림> 돌외의 gypenoside V의 ginsenoside Rg3로의 전환

HPLC를 이용한 정량 분석을 통해  Gypenoside V가 ginsenoside Rd, ginsenoside 

Rg3으로 전환된 산물의 양을 확인 하였다. Strain GS514 균주로부터 유래된 효소는  

gypenoside V 10mg을 최종적으로 ginsenoside Rd 0.8mg과 ginsenoside Rg3 4.9mg

으로 변환 시킬 수 있었다. 본 연구는 인삼 사포닌과 구조적으로 유사한 물질이 생물전환

을 통하여 인삼 사포닌화 될 수 있다는 것을 확인한 결과로 고부가가치의 인삼 사포닌을 

보다 저비용으로 생산할 수 있다는 점에서 유용할 것으로 사료 되며, 산업적으로 응용할 
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경우 원가경쟁력을 갖춘 기능성 소재를 개발 할 수 있을 것으로 기대된다. 분리 한 물질

을 NMR을 통하여 구조 동정 하였으며, 인삼외의 식물로부터 인삼 사포닌 Rg3가 생성 

되었음을 재 확인 하였다.

<표> 13C-NMR spectrum of ginsenoside Rg3

<그림> NMR을 이용한 gypenoside V의 ginsenoside Rg3 전환 산물의 구조 동정

C 20(R)-Rg3 20(S)-Rg3 Sample C 20(R)-Rg3 20(S)-Rg3 Sample

1 39.2 39.2 39.3 22 43.3 36.0 36.0

2 26.7 26.8 26.9 23 22.7 23.1 23.2

3 89.0 89.0 89.0 24 126.1 126.4 126.3

4 39.8 39.8 39.8 25 130.8 130.8 130.7

5 56.4 56.5 56.5 26 25.9 25.9 25.9

6 18.5 18.5 18.6 27 17.7 17.1 17.2

7 35.2 35.3 35.3 28 28.2 28.2 27.2

8 40.0 40.1 40.1 29 16.6 16.7 16.8

9 50.4 50.5 50.5 30 17.4 17.8 17.8

10 37.0 37.0 37.0
3-O-inn
er-Glc-
1

105.2 105.2 105.1

11 32.2 32.1 32.2 2 83.5 83.5 83.6

12 70.9 71.0 71.1 3 78.0 78.0 78.0

13 49.3 48.7 48.7 4 71.8 71.8 71.7

14 51.9 51.8 51.8 5 78.1 78.3 78.3

15 31.5 31.4 31.5 6 62.9 62.9 62.9

16 26.8 26.9 27.0
Outer-
Glu-1

106.1 106.1 106.1

17 50.7 54.9 54.9 2 77.2 77.2 77.2

18 15.9 15.9 16.0 3 78.4 78.4 78.4

19 16.4 16.4 16.5 4 71.7 71.7 71.7

20 73.0 73.0 73.0 5 78.3 78.2 78.2

21 22.8 28.2 28.3 6 62.8 62.8 62.8
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2. 황칠의 발효를 통한 제품 소재 개발

 본 연구에서는 1세부 과제에서 개발된 유산균주를 이용하여 고사포닌이 함유된 발효 황

칠을 개발하여 항염증, 면역증강, 항산화, 항비만, 항암 건강기능성식품 개발을 탐색하

고 건강기능 제품개발을 통한 산업화를 하고자 한다.

(1) 시제품의 생산

   <시료 제작 원료 및 방법>

    ㉮ 발효음식물에서 사포닌의 변환활성 유산균 선발

    - MRS 배지를 이용한 유산균 분리 

    ㉯ 생물학적 전환 미생물 스크리닝 방법의 개발

    - 유산균을 황칠추출액과 반응시킨 후 TLC 로 확인

    ㉰ 균주의 최적생산조건과 최적 활성 조건 확립

    -균주의 최적 생장조건 탐색 (배지, 온도, pH 및 교반속도 결정)

  <고사포닌 함유된 황칠 열수 추출물 제조공정>

    ㉮ 원료

     황칠은 진도군 산림조합에서 구입하여 사용하였다.  

    ㉯ 발효균주

      1세부과제에서 개발된 Lactobacillus panaxibrevis DCY65를 활용하였다.       

    ㉰ 고사포닌이 함유된 황칠 추출물 제조 방법

      발효물 제조방법은 200uL 의 4개 유산균과 1ml 황칠추출물을 혼합하여 

      2주 동안 발효하였다. 

    ㉱ 고사포닌이 함유된 황칠 추출물의 원료소재를 위한 농축 및 건조
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<그림> 고사포닌이 함유된 황칠 추출물 제조 공정도

                

<그림> 시제품 공정도

(2) 발효 황칠소재 유용물질의 기능성 규명

본 과제에서는 2세부과제와 연계하여 발효 황칠 소재의 기능성을 검정하였다. 

⓵ 항염증 활성물질의 기전 규명 

   ◦ 세포주 및 재료

     - 세포주 : RAW264.7 cell line

     - 배지 : DMEM (high glucose)

     - 시료 : 고사포닌이 함유된 황칠 열수추출물

     - 양성대조군 : L-NMMA

◦Nitric Oxide 검출방법 :Cellculture시 상등 액만 취하여 NO detection kit (Intron, 

Seoul,Korea)를 이용하는 방법이다, 상등액 70μl/well넣고 그 후 NO kit안에 있는 
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시약인 N1 buffer 70μl/well더한 뒤 10분 동안 상온에서 플레이트 shaker를 

사용하였다. 그 후 N2buffer 70μl/well 더한 뒤 동일 한 방법으로 10분 동안 보관 후 

540nm 파장에서 측정하였다

   ◦항염증 효과

<그림> 황칠 발효물의 항염증 효과 

   

 - 미생물을 이용한 고사포닌 발효 황칠 추출물은 항염증에 대해 효과가 우수하여, 앞으

로 염증관련 질환 (위염, 대장염, 류마티스성 관절염 등) 과 면역증강의 건강기능성 식품

의 소재로 활용될 가치가 높은 것으로 평가되었다

⓶ 항비만 활성물질의 기전 규명 

   ◦ 세포주 및 재료

       - 세포주 : 3T3-E1 cell line

       - 배지 : DMEM 

       - 시료 : 고사포닌이 함유된 황칠 열수추출물

◦3T3-L1 adipocyte 분화 및 Oil-Red 염색 cell 을 24 well plates에서 배양하였고, 

세포를 분화시키기 전에 정확하게 호르몬 혼합액 (1uM dexamethason, 5ug/ml insulin, 

and  ug/ml IBMX)을 처리하여 2일동안 분화를 유도하였다. 2일후에 5ug/ml insulin과 

10% 우태아혈청이 포함된DMEM배지에서 8일동안 배양한 후에, 이분화된 세포에 고사포

닌이 함유된 황칠추출물 을 처리하였다. 8일째에Oil-Red 염료로 염색을 하였다. 지방세

포의 작은 지방체는 Red로 염색이 된다.
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 ◦항비만 효과

<그림> 황칠 발효물의 항비만 효과 

  - 세포실험을 통하여 지방세포로의 분화 억제 만 아니라 지방 합성 저해능이 우수한 

것으로 확인되었다.

⓷ 미백효과

   ◦ 세포주 및 재료

      - 세포주 : B16B-L6 cell line

      - 배지 : DMEM 

      - 시료 : 고사포닌이 함유된 황칠 열수추출물

 ◦α-MSH 자극에 의해 유도된 멜라닌 생성 억제 효과 

 Mouse melanoma B16 세포에 각 농도의 고사포닌이 함유된 황칠추출물과 1 nM 의 

α-MSH를 3일 동안 처리하여 배지로 방출되는 멜라닌을 405 nm에서 흡광도를 측정하

여 정량하였다

   ◦미백 효과

     

   -미백활성도 우수하여, 이러한 연구 결과는 고사포닌이 함유된 황칠 추출물을 이용한 

미백용 화장품 개발에 기여할 것으로 판단된다.
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 ⓸ 암세포 증식억제효과 분석

   ◦ 세포주 및 재료

       - 세포주 : A549 cell line

       - 배지 : RPMI1640

       - 시료 : 고사포닌이 함유된 황칠 열수추출물

  

   ◦항암 효과

   

  - Apoptosis 과정 유도인자를 확인하여, 항암효과를 확인하였으며, 고사포닌이 함유된 

황칠 추출물이 건강기능성 식품개발을 위한 지표 물질로 활용 될 수 있을 것이다.
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3. 개발 균주의 Probiotic 소재로의 활용을 위한 대량화 공정 개발  

⓵ Probiotic 생균제 시생산

유산균의 probiotic 원료 개발을 위한 Pilot 설비를 활용한 대량 배양 및 분말화 공정을 

개발하고자 하였다.
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<그림> 미생물 분말 생산 공정도

본 공정을 통한 생균수는 다음과 같이 확인 되었으며, 최종 공정 진행 후  10 x 1011의 

생균수를 확인하였다.

<그림> 대량 공정을 통한 생균제 시제품 생산

본 공정을 통한 생균수는 다음과 같이 확인 되었으며, 최종 공정 진행 후  10 x 1011의 

생균을 분말화 하여 시제품을 생산하였다. 
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⓶균주의 대량 배양을 위한 천연 배지 조성의 확립

 발효산물이 식품으로 사용하기 위해서는 합성원료나 무기염류의사용이 제한되고 있어서 본 연구

는 천연 식품소재를 이용하여 probiotic Lactic acid bacteria를 배양하고자 하였고, 그중 일차적으

로 조성된 천연배지에서의 생육을 조사한바 있다. 천연배지의 소재들 더욱 다양하고 사포닌 전환에 

효과가 있는 보다 다양한 prebiotic의 개발이 절실히 요구 되고 있어 향후 실험에서 최적의 천연 

배지 조성과 그에 따른 사포닌 전환 양상을 조사하고 효능에 미치는 영향도 조사하고자 하였다. 다

양한 식품 소재을 이용한 농도 구성를 달리하여 분리균주 및 유사유산균의 생장을 조사한 결과최적의 

식품 소재 천연재료의 구성비를 제시하였고 이를 통한 사포닌 전환능 또한 조사하였다. 

<그림> 천연 배지의 이용
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<그림> 천연 배지를 활용한 균주의 생장량 측정

 천연 배지는 무와 glucose, yeast extract를 원료로 하여 균주를 생장 시키고자 하였다. 각 배지의 조

합에 따라 위와 같이 균주의 생장량을 확인할 수 있었으며, 균주의 생장에 각 원료들이 미치는 영향을 

조사하기 위하여 아래와 같이 각 조성별로 균주의 생장에 미치는 영향을 추가적으로 조사해 본 바, 무 

20g, glucose 10g, yeast extract 10g이 들어간 조성이 본 균주의 생장에 있어서 가장 적합할 것으로 

판단되었다. 

<그림> 성분별 균주의 생장량 측정
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<그림> 천연 배지와 기존 MRS 배지간의 균주 생장량 분석

 현재 유산균 배지인 MRS배지와 천연배지와의 생장량 비교분석을 수행 한 결과 위와 같이 MRS 배지

에 비하여는 낮은 생장량을 가지고 있지만, 생장에 있어서는 큰 문제가 없을 것으로 판단되었다. 

현재 MRS배지는 매우 고가로 수입되는 것을 사용하고 있다. 본 실험은 국내에서 흔하고 값싸게 구입하

여 실시할 수 있는 장점이 있으며 식품으로 사용하지 못하는 MRS에 비해 식품으로 사용할 수 있는 식

재료를 이용한 경우 경제적이면서도 상업화가 가능한 배지 로 이용될 수 있을 것으로 사료된다. 또한 본 

내용을 기초로 유산균이 최적으로 성장할수 있는 천연배지를 소개하고 이를 scale up 할 경우 그 경제

적 가치는 더 높이 평가될 것으로 사료된다. 
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7절. 한국형 미생물을 활용한 화장품 소재 개발 

1. 미생물 발효 배양물 원료화(제품화)

 본 연구 팀에서는 선행 연구 및 새롭게 분리한 유산균주 총 4종의 균주 자체의 활성과 

균주를 이용해 개발된 인삼 발효물을 이용하여 효능 활성을 확인 하였다. 균주배양물을 

동결건조화 하여 이를 활성 평가 시료로 이용하였다. 

 
  (1) 한국형 유산균의 세포독성 평가
 

  RAW264.7을 헤마사이토미터(Hemacytometer)를 이용하여 96well plate에 1.5 x 

104 cell/well 씩 동일하게 계수하여 분주한 후, 37℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 

24시간 동안 배양하였다. 24시간 배양한 세포 배양액을 제거하였다. 추출물을 각 

농도별씩 40 ㎕를 취하여 DMEM 배지와 혼합한 뒤, 각 well에 농도별로 처리하였다.  

이를 다시 37℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 CO2 incubator에 넣어 24시간 

배양하였다. 그 후 well당 10% WST(high sensitive Water Soluble Tetrazolium 

salt)를 100 ㎕씩 첨가하고 동일한 조건에서 2시간 동안 반응 시켜주었다. 2시간 뒤, 

ELISA reader(Thermo, Multiskan EX)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 

측정하였다. 

Lactobacillus panaxibrevis stain DCY65

<그림> DCY65균주의 세포독성 시험결과

세포 독성 확인 결과 모든 농도에서 세포독성이 없는 것으로 확인 되어 고농도에서도 

안전하게 사용할 수 있을 것으로 확인 된 바 추가적인 활성 연구를 진행하였다. 
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(2) 한국형 유산균의 염증 억제활성 평가 

한국형 유산균의 염증 억제활성을 평가하기 위하여 NO활성을 확인 하였다. 발효물을 

12.5 ~ 100ug/ml의 농도로 RAW264.7 세포에 처리하여 nitric oxide 생성 억제율을 

측정하였다. Nitrite assay는 NO생성 양을 측정하는 방법으로 다음과 같이 측정하였다. 

배양된 세포를 4 × 105 cells/well 수준으로 24 well plate에 1 mL씩 배양한 다음 

24시간 동안 배양하고, 24시간 후 medium 을 제거한 후 RPMI 1640으로 희석된 각 

농도별 시료 처리 후 LPS (1 μg/mL)를 처리하여 24시간 후 세포에서 medium으로 

분비되어 나온 NO의 양을 Griess 시약 [0.1% (w/v)N-(1-naphathyl)-ethylenedia 

mine and 1% (w/v) sulfanilamide in 5%(v/v) phosphoric acid]을 사용하여 

반응하였다. 반응 후 ELISA micro plate reader(Bio Rad Laboratories Inc., 

USA)를 사용하여 540 nm에서 측정하였다. NO 생성억제 효과는 분리된 추출물을 

농도별로 처리 후 LPS를 처리하여 측정된 실험군의 흡광도 값에서 LPS를 처리하지 

않은 대조군과의 흡광도 값의 차이를 구하여 계산하였으며  처리 농도에 상관없이 모두 

NO억제 효과가 없는 것으로 확인되었다. 

<그림> DCY65균주의 NO억제 효과

DPPH의 소거 실험을 통해 한국형 신규 유산균 배양물의 항산화 실험을 진행 하였다.

<그림> DCY65균주의 항산화 효과

실험결과높은 항산화 활성을 보이는 것으로 확인 되었다. 비교적 낮은 IC50값을 가지고 

있어 추후 항산와 관련된 제품 개발 등에 유용하게 활용될 수 있을 것으로 판단 되어진

다.
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(3) Lactobacillus panaxibrevis DCY65 균주 Lysate를 활용한 제품 개발 

 본 균주는 화장품 소재로서 이용할 수 있는 뛰어난 활성을 가지는 것을 확인 하였다. 이

에 본 연구에서는 이의 효능 활성을 활용한 화장품 원료소재를 개발하고자 하였다. 

DCY65 균주를 배양한 lysate를 추출하고 이의 활성을 검정하였다. 

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 세포독성 확인

Raw 264.7 cell에 lysate를 농도별로 처리한 후 세포독성을 확인해 본 결과 모든 농도

에서 세포독성이 나타나지 않아 안전한 원료임을 확인하였다. 

 <그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 항산화 활성

DPPH 소거 활성검정을 통한 항산화 활성의 검정 결과 높은 항산화 활성을 가지는 것

을 확인 할 수 있었다. 특히, 비교적 낮은 농도에서도 IC50값을 가지는 것을 확인 할 

수 있어 항산화 소재로서도 가치가 높을 것으로 기대되었다. 
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 <그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 항주름활성

 균 Lysate의 elastase 억제 활성 검정 결과 약 3.4%에서 IC50값을 나타냈으며 이는 

균주의 lysate가 항주름 효과를 가지는 것을 의미한다. 이처럼 본 한국형 미생물 

Lactobacillus panaxibrevis DCY65의 lysate의 경우 세포독성이 없이 안정하고 항산

화 및 항주름 효과를 가지고 있는 것으로 확인 된 바 화장품 소재로서도 이용가치가 높

을 것으로 예상되어 이를 활용한 원료화를 진행하였다.

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 원료화 공정도
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<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 원료화 시제품 샘플

<그림> Lactobacillus panaxibrevis DCY65 배양 lysate의 원료화 시제품 COA



- 205 -

2. 한국형 미생물 DCY65로부터 생성된 신규 사포닌의 화장품 소재 효능 검정

(1) 세포독성 시험

세포실험을 하기 전, 버섯티로시나아제를 이용하여 저해활성을 확인하였다. C-K와 

3-oxo-CK는 저해 활성이 없었고,  F1과 3-oxo-F1 저해 활성이 있었다. 결과를 참고

하여 세포실험을 진행하였다 

F1과 3-oxo-F1이 세포 독성에 미치는 농도를 조사하여 미백 실험에 사용될 농도 범위

결정을 위해서 MTT assay를 시행하였다. B16 melanoma 세포에 대한 세포독성을 측

정한 결과, 여러 농도로 처리 시 세포 생존율이 영향을 주지 않는 것을 미루어 보아, F1

에 비해  세포독성이 없는 것을 확인 할 수 있었다. 

 

<그림> Relative cell viability of F1, 3-oxo-F1, albutin on B16 melanoma cells by 

MTT assay. The cells were treated with various concentration
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(2) 세포내 tyrosinase 억제 활성 시험  

 

멜라닌 합성은 tyrosinase에 의해 조절되는 일련의 효소적 반응에 의해 조절되며, 

tyrosine을 기질로 하여 dopa를 생성시키고 다시 dopaquinone으로 산화시키는 연속적

인 효소적 산화가 진행된 후 각 생성물의 중합반응에 의해 이루어진다고 알려져

있다. 멜라닌 생성에 관련하는 세포내 tyrosinase의 활성 저해효과를 측정하였다.  Fig. 

26의 결과와 같이 F1에 비해  3-oxo-F1을 처리한 실험군에서는 농도 비 의존적으로 

tyrosinase의 활성이 저해되었으며, 전체적으로 tyrosinase 활성을 저해 효과가 있는 것

으로 나타났다.

<그림> Effect of F1, 3-oxo-F1, albutin  on tyrosinase activity in B16 melanoma 

cells.The cells were incubated with SSE for 24 h. Results aremeans±S.D. from 

3 separate experiments. Arbutin (200,100,50,25,12.5 and 6.25 μg/ml).
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(3) 멜라닌 생성량 측정   

F1과 3-oxo-F1이 멜라닌 합성에 미치는 영향을 확인하기 위해 B16 melanoma 세포

를 이용하여 멜라닌 생성 저해 효과를 측정하였다. 준비된 세포에  농도별로 처리하고 

48시간 동안 배양하였다. 세포수를 수집하여 멜라닌 양을 측정한 결과, 돌F1과 

3-oxo-F1처리군 모두가 농도에 관계없이 멜라닌 합성이 저해되었으며 200 μg/ml 농

도에서 약 60% 멜라닌 생성저해효과가 있었다(Fig. 27). 또한 멜라닌 합성 억제효과를 

육안으로 관찰하기 위하여 각 시료 당 1×106개의 세포를 수집하여 관찰하였다. 대조군

으로서 멜라닌 생성을 촉진시키는 호르몬인 α-MSH를 처리한 세포군에서는 멜라닌이 

상당히 증가되었음을 확인하였다. F1과 3-oxo-F1 처리군은 대조군보다 멜라닌 색소가 

감소하였다.

<그림> Inhibitory effect of F1, 3-oxo-F1, albutin on melanin accumulation in 

cultured B16 melanoma cells. Cells were cultured for 48 h inmedium containing 

200,100, 50, 25.12.5.6.25 μg/ml of compounds Picture ofcellular melanin 

solubilized with 2 M NaOH. Arbutin (200,100,50,25,12.5 and 6.25 μg/ml).
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3. 발효 홍삼 비고시 기능성 소재 개발 

가. 균주를 이용한 발효 확인 

 1세부 과제 및 3협동 과제로부터 확립된 부턴 전달받은 Lactobacillus panaxibrevis 

DCY65  균주와 인삼추출물을 발효 시킨 농축물을 받아 실험에 진행 하였으며, 이를 활

용하여 식약처 비고시 기능성 등록을 위해 in vitro효능 평가를 진행 하였으며 임상시험

을 위한 크림 시제품을 샘플을 제조 하였다. 

나. in vitro효능 시험

⓵ 세포독성 평가

 인삼 발효 추출물의 세포 독성을 측정하였다. 추출물에 대한 세포독성을 알아보기 위하

여, 인간 각질형성 세포 HaCat(ACTT, CLS 300493, USA)을 헤마사이토미터

(Hemacytometer)를 이용하여 96well plate에 1.5 x 104 cell/well 씩 동일하게 계수하

여 분주한 후, 37℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 24시간 동안 배양하였다. 24시간 배

양한 세포 배양액을 제거하였다. 인삼 발효 추출물을 농도별로 희석하여, 각 농도별씩 40

㎕를 취하여 DMEM 배지와 혼합한 뒤, 각 well에 농도별로 처리하였다.  이를 다시 3

7℃에서 5%의 이산화탄소 조건으로 CO2 incubator에 넣어 24시간 배양하였다. 그 후 

well당 10% WST(high sensitive Water Soluble Tetrazolium salt)를 100㎕씩 첨가

하고 동일한 조건에서 2시간 동안 반응 시켜주었다. 2시간 뒤, ELISA reader(Thermo, 

Multiskan EX)를 이용하여 450nm에서 흡광도를 측정하였다. 

위의  나타난 바와 같이 인삼 발효 추출물의 사용 농도가 실험 한 모든 농도에서 독성이 없는 

안전한 원료로 사용이 가능함을 확인하였다.

<그림>. 인삼 발효 추출물의 피부세포 독성 결과.
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 ⓶ 항산화 효과 시험

 인삼 발효 추출물에 대한 항산화 효과를 알아보기 위하여, 구체적으로 얻어진 발효 추출물을 

다양한 농도로 희석하여 시료를 준비한 후, 이들 시료 50㎕와 100μM DPPH (1,1-diphenyl

–2-picrylhydrazyl) 용액 450㎕를 혼합하고 4℃에서 30분 동안 반응시킨 후, 96well plate

에 담아 DPPH 양을 Multi reder기를 이용하여 520nm에서 측정하였다. 그리고 positive 

control로서 ascrobic acid 3ug/ml을 활용하였으며, 시료를 넣지 않은 경우를 대조군으로 하

여 시료의 자유라디칼 소거 활성(Free radical scavenging activity, %)을 계산하였다.

 인삼 발효 추출물을 농도별로 처리 하였을 때 유의성있는 DPPH 소거능을 나타내어 높

은 항산화 활성을 나타내었다.

 

<그림> 인삼 발효 추출물의 항산화(DPPH) 시험 결과.
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  ⓷ 주름 억제 효과 시험 

 엘라스아타제(Elastase)는 진피 내 피부탄력을 유지시키는 데 중요한 기질인 elastin을 

분해하는 효소이다. 또한 elastase는 다른 중요한 기질단백질인 collagen을 분해할 수 있

는 비특이적 가수분해 효소이다. 따라서 elastase 저해제는 피부 주름을 개선하는 작용을 

한다고 볼 수 있다. 

 Elastase는 동물 결합 조직의 불용성 탄성 섬유 단백질인 elastin을 분해시켜 피부의 진

피조기의 그물망 구조 결합을 끊어줌으로서 주름생성의 주원인인 효소로 알려져 있다. 피

부의 진피 조직 속에는 collagen과 피부의 탄력성에 관련된 elastin이 그물망 구조를 형

성하고 있는데, 이러한 그물망 구조가 깨어지면서 즉 elastin이 elastase에 의해 분해되

어 피부가 처지고 주름이 생기므로 내인성 피부노화가 발생한다. 그러므로 피부노화의 주

원인 중의 하나인 elastin 분해효소인 elastase의 활성을 저하시킴으로서 피부노화를 억

제할 수 있다.  

 인삼 열매 발효 추출물을 다양한 농도로 희석하여 시료를 40㎕를 E-tube에 취하고, 

10mM Tris-HCl buffer(pH8.0)에 녹인 N-succinyl-(Ala)3-p-nitroanilide 

(S4760, Sigma) 1.6 mM 농도의 기질 200㎕를 가한 후, 10mM Tris-HCl 

buffer(pH8.0)에 녹인 Elastase from porcine pancreas Type Ⅳ (E0258, Sigma) 

0.4U/mL의 효소를 40㎕ 첨가하여 25℃에서 5분 동안 반응한 후 Multi- reder기를 이용

하여 410 nm에서 흡광도를 측정하였다.

 농도별로 처리 하였을때 유의성있는 엘라스타아제(Elastase) 억제율을 나타내어 피부 

주름개선 효과가 있는 것을 확인할 수 있었다.

<그림> 인삼 발효 추출물의 Elastase 저해 효과 시험 결과.
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⓸ MMP-1 Assay 이용한 주름 억제 효과 시험

 

 인삼 발효 추출물의 주름 억제 활성을 확인하기 위하여, MMP-1에 대한 assay 실험을 

진행하였다. UVA의 조사에 의하여 발현되는 MMP-1의 억제 활성을 Real-time PCR을 

통하여 확인 하였으며, 인삼 열매 발효 추출물을 0~200ug/ml로 농도로 조제하여 처리함

으로써 MMP-1의 억제 활성에 영향을 주는지 확인하였다

 

 

  그 결과, 인삼 추출물의 발효 전·후 비교시 발효를 통한 샘플이 MMP-1 억제 활성이 

보다 뛰어난 것을 확인 할 수 있었다. 

<그림> 발효 인삼의 MMP-1억제 활성.
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 ⓹ Procollagen Type Ⅰ C-peptide(PIP) Assay

  Collagen들은 세포내에서 Procollagen이라는 전구물질로 합성된 후 세포외로 분비되어 

collagen 섬유로 중합된다. procollagen은 아미노 말단과 카르복시 말단에 프로펩티드라

는 펩티드염기서열을 포함하고, 프로펩티드는 endopeptidase에 의해 분리된다. 

  본 실험에서 시료가 인체 진피 섬유아세포의 procollagen 합성에 미치는 영향을 조사

하였다. 인삼 발효 추출물을 hFF 세포에 각각의 농도로 처리하고 24시간 배양 후 

Procollagen TypeⅠC-peptide(PIP) kit인 96well plate에 각각 농도별로 처리한 배양

액을 100㎕씩 분주해주고 37℃ incubator에 넣고 2시간동안 반응시켜주었다.그리고 

D-PBS로 세척해준 뒤, antibody-POD conjugate solution을 각각 100㎕씩 분주해주

고 37℃ incubator에 넣고 1시간동안 반응시켜주었다. 다시 D-PBS로 세척해준 뒤, 

substratesolution (3,3',5,5'- Tetrametyl benzidine)을 각각 100㎕씩 분주해주고 상

온에서 15분간 반응시켜주었다. 15분 뒤, multi-reader기를 이용하여 450nm에서 흡광

도를 측정하였다. procollagen양을 조사한 결과는 아래의 그림과 같다. 

 인삼 발효를 통한 샘플이 collagen 생합성에도 훨씬 높은 콜라겐 생성 활성을 보이는 

것을 확인 할 수 있었다. 처리 전보다 약 2배에 가까운 콜라겐 생합성 활성을 가지는 것

을 확인 할 수 있었다. 

 

<그림> 발효 인삼의 콜라겐 생성 활성.
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<그림> 인삼 발효물의 국제 화장품 원료 ICID (CTFA) 등재 서류
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4. 임상을 통한 기능성 확인

 본 연구를 통하여 확보된 인삼 발효 추출물을 이용하여 실제 크림에 적용하고 이의 안

정성과 효능을 평가하고자 하였다. 인삼 발효 추출물을 이용하여 제형에 적용되었을 때 

저장 기간에 따라 인삼 ginsenoside의 분해 등의 변화가 있는지 안정성을 검사 한 결과 

6개월 까지 제형이 안정한 것을 확인하였다.

  <표> 임상시험용 시제품의 처방

 

위의 표에 따른 임상시험용 화장품(크림타입)의 시제품을 제조하였으며, 이때의 인삼 발

효물은 3협동 기관에서 대량 생산한 발효 인삼 농축물을 활용하였다. 

Trade Name INCI 함량%

A

MYRJ52S PEG-40 Stearate 0.60

Rheodol AS-10 Sorbitan Strearate 0.60

GMS 105 gylceryl Strearate 2.00

Rheodol MS-165
Glyceryl strearate/PEG-100 

stearate
2.00

Kalcol 6870 Cetearyl alcohol 1.40

Stearic acid Stearic acid 2.00

C.E.H Cetyl Ethyl Hexanoate 6.00

Rheodol AO-15 Sorbitan sequioleate 3.00

Vitamin E acetate Tocopheryl Acetate 0.05

Soya SPL-75H Hydrogenated soybean Lecthin 0.10

A-1 KF-96-10CS Dimethicone 3.00

B

D.I Water Water 46.00

D-EDTA EDTA 0.05

1.3-Butylene glycol Butylene glycol 3.00

Glycerin Glycerin 2.00

1% sodium hyaluronate Sodium hyaluronate 5.00

C 1% carbopol Carbomer 20.00

D
D.I water Water 2.00

T.E.A Trietanolamine 0.20

E 인삼 발효 추출물 1.00
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<그림> 임상시험용 크림 시제품의 생산

 본 연구에서는 위의 크림을 이용하여, 개발된 인삼 발효물에 대한 주름 개선에 대한 

비고시 기능성을 식약처로부터 인증받을 계획이며 이를 위하여 3차년도에 주름개선 및 

피부 안정성을 위한 임상시험을 실시하였다.
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가. 피부 자극테스트

인삼발효물을 함유한 크림을 8시간 동안 피부에 첩포 후 각각 30분, 24시간, 48시간 경과

후 시험부위의 피부자극 여부를 판정하였으며 일차 자극 테스트 결과 피험자 모두 피부자

극을 나타내지 않았으며, 이는 ‘무자극’ 물질로 판단된 것을 확인 할 수 있었다.

<그림> 임상 안정성 평가
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<그림> 임상 안정성 평가
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<그림> 임상 안정성 평가
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나. 피부 주름 개선 효능 테스트

 준비 단계 
시험 부위인 안면(눈가) 부위의 주름을 측정하기 위하여 피험자들의 측정 조건을 동일하게 
하고자 시험 부위를 깨끗하고 마른 상태를 유지 하였으며 최소 30분간 항온항습(22±2℃, 
R.H. 40~60%)이 유지되는 곳에서 피부 안정을 취한 후 진행하였다. 

측정 단계 
눈가 주름 측정 
주름 측정은 PRIMOS(Phaseshift Rapid In-vivo Measurement Of Skin)를 이용하여 눈가 
부위를 측정하였고, 시험 부위에 대한 정확한 재현성을 위해 기존 측정부위와 새로운 측정부
위가 동일할 수 있도록 overlay 기능을 사용하여 측정하였다. 

PRIMOS는 미세주름을 측정하기 위한 장비로 DMD(Digital Micromirror Device)에서 만들
어진 미세한 줄무늬(fringe fraction)가 피부에 투영된다. 투영된 영상은 3차원 profile 정보
로 나타나며 필터과정을 통해 PRIMOS프로그램(GFM, Germany)으로 분석된다. 
PRIMOS 분석 변수로는 Ra와 R3z를 선정하였다. 

- Ra(Arithmetic roughness average) 

PRIMOS로 측정된 주름의 거칠기 단면 peak에 대한 산술 평균값으로 Ra값이 작아질수록 
피부 주름의 깊이가 낮아져 주름이 개선됨을 의미하며, 단위는 ㎛이다. 

- R3z(Base roughness depth) 

R3z는 R3z1부터 R3z5까지 5가지의 단일 거칠기 깊이에 대한 산술 평균으로 나타낸다. 단일 
거칠기 깊이는 거칠기 단면의 단일 평가 거리(Ir)에서 세번째로 높은 단면 peak과 세번째로 
깊은 곡선 사이의 수직거리를 의미한다. R3z의 값이 작아질수록 피부의 주름 깊이가 
낮아짐을 의미하며 주름 개선이 되었음을 의미한다. 단위는 ㎛이다. 
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<그림> 임상 주름 개선 
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<그림> 임상 주름 개선 
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<그림> 임상 효능 설문 조사결과



- 223 -

<그림> 임상 효능 설문 조사결과

그 결과, 시험 제품 사용 전후에 따라 눈가 주름에 변화가 있음을 확인할 수 있었다. 

변수 Ra는 제품 사용 전(0주) 15.191㎛에서 제품 사용 2주 후 15.021㎛, 제품 사용 4주 

후 14.154㎛로, R3z는 제품 사용 전(0주) 33.917㎛에서 제품 사용 2주 후 33.174㎛, 제

품 사용 4주 후 32.105㎛로 수치 변화를 확인 할 수 있었으며, 시험 제품의 사용 전(0주)

과 비교하여 제품 사용 4주 후 Ra, R3z 모두에서 통계적으로 유의한 수준의 눈가 주름 

개선 효과를 나타내었다(p<0.05). 또한 시험 제품 사용 전(0주)과 비교하여 제품 사용 2

주 후 Ra 1.127%, R3z 2.488%, 제품 사용 4주 후 Ra 6.888%, R3z 5.736%의 눈가 주

름 개선율을 나타내었다. 피부자극평가는 피험자에 의한 자가 평가 및 연구자의 육안평가

를 토대로 실시하였으며, 그 결과 제품에 대한 이상반응은 관찰되지 않았다. 이상의 결과

로 “락토바실러스/인삼발효여과물 함유크림”은 눈가 주름 개선에 효과가 있는 것으로 사

료된다(p<0.05). 
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5. 비고시 기준 시험법 확립 

     1) 인삼발효 추출물의 비고시 인증 관련 실험

① 지표물질 확립 시험 (NMR, IR)

 분리한 화합물을 IR spectrum과 1H-NMR과 13C-NMR을 400 MHz FT-NMR 

spectrometer (Varian Inova AS 400, USA)로 측정한 결과, ketone(1656 cm-1),수산기

(3428 cm-1)의 존재를 확인하였다. 또한 1H-NMR 및 13C-NMR(100 MHz, CD3OD, δc) 

스펙트럼, 2D 기법인 gHMBC 실험을 종합하여 지표물질인 C-K를 발효물에서 동정하였

다.

<C-K의 구조 동정>

③ 지표물질 확인 시험 (HPLC)

원료 내의 C-K 함량을 HPLC로 분석하였다. 지표물질 C-K을 약 0.05 g에 해당하는 양

을 정밀하게 달아 이동상 용매 1 ㎖에 녹인 후, 1000배 희석한 액을 표준액으로 하였고, 

원료는 6.9 ㎖에 해당하는 양믈 정밀하게 달아 물에 희석하여 100 ㎖이 되게 한 액을 검

액으로 하였다. 검액 및 표준액 10 ㎕씩을 가지고 고성능액체크로마토그래프법을 시험하

였고, CK의 피크면적 AT(검액 면적) 및 AS(표준액 면적)를 측정한다. 계산식은 아래와 같

다.

의양  표준품의 양 ×

×
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원료의 3 Lot. No.(CA6023JW, CA6024JW, CA6025JW)를 각각 3회 측정한 결과는 아

래의 그림과 같고 평균적으로 0.05008 ㎎ 이상이 검출되는 것을 확인하였다.

Sample
면적(mV.sec)

1 2 3 평균

CA6023JW 652.633 646.129 651.382 650.048

CA6024JW 670.2269 658.362 650.129 659.573

CA6025JW 667.359 672.245 641.243 660.282

<원료내의 CK 면적값>

Sample 표준액에 의한 함량 (ppm)
희석배수를 고려한 농도

ppm mg

CA6023JW 49.58 495.8 0.04958

CA6024JW 50.30 503.0 0.05030

CA6025JW 50.36 503.6 0.05036

평균 504.8 0.05008

<원료내의 CK 농도>

④ 성상 시험 (pH, 굴절률, 비중, 건조감량)

 원료의 성상조사(pH, 굴절률, 비중, 건조감량)를 실시한 결과, 3 Lot. No.를 각각 3회 

측정하였을 때 성상의 큰 변화가 없음을 확인하였다.

Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW 5.42 5.54 5.52 5.52

CA6024JW 5.44 5.53 5.45 5.54

CA6025JW 5.41 5.52 5.42 5.52

<원료의 pH>

(단위 : n20
D)

Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW 1.369 1.369 1.370 1.369

CA6024JW 1.369 1.369 1.370 1.369

CA6025JW 1.369 1.369 1.370 1.369

<원료의 굴절률>

(단위 : d20
20)
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Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW 1.013 1.014 1.013 1.013

CA6024JW 1.014 1.013 1.014 1.014

CA6025JW 1.011 1.012 1.014 1.012

<원료의 비중>

⑤ 총 호기성 생균수 시험

1)  시험장비

Bacto™ Tryptic soy Broth(BD 211825, USA), Petridish(SPL 10090, 

KOREA)incubator(JSGI-150T, ㈜제이에스리서치, KOREA), Autoclave( JAC-100, 

JONGRO INDUSTRIAL CO., LTD, KOREA)

2)  시험방법

1) 검체의 전처리 : 수분산 검체의 경우 검체 1mL에 대두카제인소화배지(TSA broth) 

9mL을 첨가하여 10배 희석액을 만들고 필요시 희석한다.

2) 총 호기성 세균수시험은 대두카제인소화한천배지를 사용하고 진균수 시험은 항생물질

*첨가 포테이토덱스트로즈 한천배지(pH 3.5)를 사용하였다.(1L당 40mg의 염산테트라사

이클린을 멸균배지에 첨가하고 10% 주석산용액을 넣어 pH가 3.5±0.1이 되도록 조정) 

3) 세균수 시험은 직경 9~10 cm 페트리 접시내에  미리 굳힌 대두카제인소화배지 표면

에 전처리 검액 1mL을 도말 한 후 30 ℃에서 48시간 이상 배양하여 평판당 300개 이

하의 균집락을 최대치로 하여     최대 균집락수를 갖는 평판을 사용하여 총 세균수를 

측정한다.

4) 진균수 시험은 세균수 시험에 따라 시험을 실시하되 배지는 진균수 시험용 배지(항생

물질첨가 

   포테이토 덱스트로즈 한천배지)를 사용하여 20~25℃에서 적어도 5일간 배양한 후 

100개 이하의 균집락이 나타나는 평판을 세어 총 진균수를 측정한다.

5) 상기 실험은  식품의약품안전처 고시 제2015-110호 ‘화장품 안전기준 등에 관한 규

정’의 총 호기성 생균수 시험법에 따라 실시되었다.

[계산식]   총 호기성 생균수 = 세균수 + 진균수

                                    (x: 평판에서 검출된 집락 수, n: 평판의 개수, d: 

검액의 희석배수)

            세균(진균) 수 = 


× 
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Product Result

CA6023JW
호기성 세균 수 불검출

호기성 진균 수 불검출

CA6024JW
호기성 세균 수 불검출

호기성 진균 수 불검출

CA6025JW
호기성 세균 수 불검출

호기성 진균 수 불검출

배지 성능시험 결과 사진

시험균주
세균시험배지 - TSA

진균시험배지 - 

PDA

E. coli S. aureus B. subtilis C. albicans

1반복

2반복

CFU/mL 8.5x102 1.3x103 1.32x103 9.2x102

∴ 해당시험균 접종 (3.0x102 이상) 및 배양 결과, 배지성능에 이상 없음 확인

총 호기성 생균수 측정 결과 사진
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CA6023JW

3반복 1회 2회 3회

호기성 세균수

테스트결과 불검출 불검출 불검출

호기성 진균수 

테스트결과 불검출 불검출 불검출

<원료의 총 호기설 생균수 측정 결과>

⑥ 중금속 시험

1) 납 시험

 본 품 0.15 g을 정밀하게 달아 석영 또는 테트라플루오로메탄제의 극초단파 분해용 용기

의 기벽에 닿지 않도록 조심하여 넣고, 질산 7 mL, 염산 2 mL, 황산 1 mL를 넣고 뚜껑

을 닫은 다음 용기를 극초단파분해 장치에 장착하고 아래의 조작조건에 따라 무색~엷은 

황색이 될 때까지 분해한다. 상온으로 식힌 다음 뚜껑을 열고 분해물을 50 mL 용량 플라

스크에 옮기고 초순수로 용기 및 뚜껑을 씻어 넣고 초순수를 넣어 전체량을 50 mL로 하

여 검액으로 한다. 단, 침전물이 있을 경우 여과하여 사용한다. 따로 납(Pb) 표준원액(100 

ug/mL) 1 mL를 정확하게 취하여 희석시킨 질산(0.5→100)을 넣어 10 mL한 액을 1차 표

준액(10 ug/mL)으로 한다. 이 1차 표준액(10 ug/mL)을 각각 0.1 mL, 0.5 mL, 1.0 ml, 

5.0 mL 및 10.0mL를 정확하여 각각 취하여 100mL 용량플라스크에 각각 넣은 후, 희석

시킨 질산(0.5→100)을 넣어 100 mL로 한 용액을 검량선용 표준액으로 한다. 이 표준액

의 농도는 각각 1 mL 당 납 0.01 ug, 0.05 ug, 0.1 ug, 0.5 ug,1.0 ug을 함유한다. 검체

를 제외하고 검액과 동일하게 전처리한 용액을 공시험액으로 하고, 표준액 및 검액을 가지

고 다음의 조작조건으로 유도결합플라즈마분광기(ICP-OES)에 납의 검정곡선으로 부터 검

액 중의 납의 농도를 산출하여 함량을 구한다. 단, LOQ 이하의 검출 값은 불검출로 판정
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한다. 사용장비의 조작조건과 계산식은 아래와 같다.

사용장비 : Microwave

          (최대출력 1000W, 최고온도 200℃, 분해시간 35분, 주입량 1.5㎖/min)

           ICP-OES

           (파장 220.353 nm, 플라즈마기체 아르곤)

계산식 :  납함량㎍ 시료채취량
측정농도㎎ ×최종부피 ×순도

2) 비소 시험

 본 품 0.15 g을 정밀하게 달아 석영 또는 테트라플루오로메탄제의 극초단파 분해용 용기

의 기벽에 닿지 않도록 조심하여 넣고, 질산 7 mL, 염산 2 mL, 황산 1 mL를 넣고 뚜껑

을 닫은 다음 용기를 극초단파분해 장치에 장착하고 아래의 조작조건에 따라 무색~엷은 

황색이 될 때까지 분해한다. 상온으로 식힌 다음 뚜껑을 열고 분해물을 50 mL 용량 플라

스크에 옮기고 초순수로 용기 및 뚜껑을 씻어 넣고 초순수를 넣어 전체량을 50 mL로 하

여 검액으로 한다. 단, 침전물이 있을 경우 여과하여 사용한다. 따로 비소(As) 표준원액

(100 ug/mL) 1 mL를 정확하게 취하여 희석시킨 질산(0.5→100)을 넣어 10 mL한 액을 1

차 표준액(10 ug/mL)으로 한다. 이 1차 표준액(10 ug/mL) 각각 0.1 mL, 0.5 mL, 1.0 

ml, 5.0 mL 및 10.0mL를 정확하여 각각 취하여 100mL 용량플라스크에 각각 넣은 후, 희

석시킨 질산(0.5→100)을 넣어 100 mL로 한 용액을 검량선용 표준액으로 한다. 이 표준

액의 농도는 각각 1 mL 당 비소 0.01 ug, 0.05 ug, 0.1 ug, 0.5 ug,1.0 ug를 함유한다. 

검체를 제외하고 검액과 동일하게 전처리한 용액을 공시험액으로 하고, 표준액 및 검액을 

가지고 다음의 조작조건으로 유도결합플라즈마분광기(ICP-OES)에 비소의 검정곡선으로 

부터 검액 중의 비소의 농도를 산출하여 함량을 구한다. 단, LOQ 이하의 검출 값은 불검

출로 판정한다. 사용장비의 조작조건과 계산식은 아래와 같다.

사용장비 : Microwave

            (최대출력 1000W, 최고온도 200℃, 분해시간 35분, 주입량 1.5㎖/min)

            ICP-OES

           (파장 220.353 nm, 플라즈마기체 아르곤)

계산식 : 비소함량㎍ 시료채취량
측정농도㎎ ×최종부피 ×순도

3) 수은 시험

 본 품 0.03 g을 정밀하게 달아 수은분석기용 ceramic boat의 가운데 위치에 조심하여 넣

는다. 따로 수은(Hg) 표준원액(1,000 ㎍/㎖) 0.1 ㎖을 정확하게 취하여 희석시킨 

L-Cystein(0.5→100)을 넣어 10 ㎖한 액을 1차 표준액(10 ㎍/㎖)으로 한다. 이 1차 표준

액(10 ㎍/㎖)을 다시 0.1 ㎖을 정확하게 취하여 희석시킨 L-Cystein(0.5→100)용액을 넣

어 10 ㎖한 액을 2차 표준액(0.1 ㎍/㎖)으로 한다. 이 2차 표준액(0.1 ㎍/㎖)을 각 1.0 ㎕, 

10 ㎕, 100 ㎕를 정확하게 각각 취하여 검량선용 ceramic boat에 넣은 후 검체를 제외한 

수은분석기용 ceramic boat를 공시험액으로 하고, 표준액 및 검체를 가지고 다음의 조작
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조건으로 수은분석기에 수은의 검정곡선으로부터 검체 중의 수은의 양을 산출한 후 함량을 

구한다. 단, LOQ 이하의 검출 값을 불검출로 판정한다. 사용장비의 조작조건과 계산식은 

아래와 같다.

사용장비 : 수은측정장치

계산식 : 수은함량㎍ 측정농도㎍ ×순도

Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ 불검출 (<20㎍/㎖)

CA6024JW < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ 불검출 (<20㎍/㎖)

CA6025JW < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ < 20 ㎍/㎖ 불검출 (<20㎍/㎖)

<원료의 납 시험 결과>

Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ 불검출 (<10㎍/㎖)

CA6024JW < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ 불검출 (<10㎍/㎖)

CA6025JW < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ < 10 ㎍/㎖ 불검출 (<10㎍/㎖)

<원료의 비소 시험 결과>

Lot No. 1회 2회 3회 평균

CA6023JW < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ 불검출 (<1㎍/㎖)

CA6024JW < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ 불검출 (<1㎍/㎖)

CA6025JW < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ < 1 ㎍/㎖ 불검출 (<1㎍/㎖)

<원료의 수은 시험 결과>
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⑦ 잔류 MeOH 시험

1)  시험장비

GC-FID (영린기기 ACME6100), Methyl alcohol(99.9%, 대정화금)

2)  시험방법

1) MeOH을 표준액으로 하여 검량선을 그린다.

2) 표준액 1㎕를 주입하여 GC-FID에서 측정한다.

3) 검량선을 그려 R2(0.9 이상)이 1에 가까운 가를 확인한다. (1 ≥ R2 > 0.9)

4) 검체의 1.0 g을 정밀하게 취하여 DW를 넣어 10ml로 한다.

5) 검액 1㎕를 주입하여 GC-FID에서 측정한다.

6) 검량선 수식에 대입하여 MeOH을 정량한다.

7) 상기 실험은  ‘화장품 안전기준 등에 관한 규정 (제2015-43호)’의 

  시험법에 따라 실시되었다.

  <분석 조건>

구   분 조   건 구   분 조   건

Column
DB-WAX

(30m*0.32mm*0.5㎛)
Gas flow 질소 1.0 mL/min

오븐 온도
50℃(5min) - 10℃ 상승/min 

- 150℃(2min)
주입구 온도 200 ℃

주입 모드 Split (20:1) 검출기 온도(FID) 240 ℃

[계산식]   y = 2351.4x + 77.915 (y: mV*sec, x: concentrations)
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<MeOH 표준품>

Concentrations (%) 면적 (mV*sec)

0.0025 5.535

0.005 10.501

0.01 25.179

0.1 325.140

1 2675.478

10 23566.994

0.0025% Methanol 0.005% Methanol 0.01% Methanol

0.1% Methanol 1% Methanol 10% Methanol
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<원료에서의 잔류 용매 검사>

CA6023JW

1회 2회 3회

CA6024JW

1회 2회 3회

CA6025JW

1회 2회 3회

∴ 3 Lot 3회 반복실험을 통해 홍삼 발효 추출물서 MeOH이 검출되지 않음을 확인하였다.
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4. 목표달성도 및 관련분야 기여도

코드번호 D-06

 

연차별 목표 달성도

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성도
(%)

연구개발 수행내용

1차

년도

(2014 )

한국형 토종 미

생물을 통한

유효성분의 생

산 기술 개발

기 개발 균주의

최적 배양 조건의 확립

및

한국형 신규 미생물의 분리

및 동정

100

- 균주 최적 생장 조건의 확립

- 전환이 가장 좋은 배지에 접종
한 후 25, 30, 35, 40 ℃ 등 다양
한 온도에서 배양하여 최적 온
도 조건 탐색
- 최적 전환 배지와 온도 조건에
서 다양한 pH 별로 배양하여 최
적 pH 조건을 탐색
- 한국형 신규 미생물의 추가 7건 분
리 동정 완료

미생물 특성 검정 연구 100

- 미생물의 in vitro 독성 검정

- 미생물 인삼 사포닌 발효 전환

능력 검정

- 균배양액을 centrifugation하여

침전물을 액화질소 또는

sonication 하여 cell 파쇄 유도,

세포질 성분 획득 (Lysate)

- Ginsenoside와 반응시켜 전환을

⓼ 원료의 안정성 시험

 제조된 추출물은 성상조사(pH, 취, 성상, 굴절률, 비중)를 실시하였고 제조직후와 3개월 경

과 후의 안정도를 확인한 결과, 3개월 경과 후에도 큰 성상차이가 없는 것으로 나타났다.

인
삼
발
효
추
출
물
 

제조직후 3개월 경과 후

pH 5.5 5.5

취 특이취 특이취

성상 황색의 투명한 액상 황색의 투명한 액상

굴절률 1.370 1.371

비중 1.012 1.012

<안정화 확인 결과>
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보이는 성분 확인 및 β
-glucosidase activity 확인

한국형 미생물을

이용한 발효

홍삼제품개발

농산물과 혼합배양을

통한

발효 연구

100

- 인, 홍삼 발효 조건의 확립

- 균주 최적 발효 조건의 탐색

- 산삼배양근 발효 공정 test

- 발효를 통한 이화학적 성분 변

화 확인

- HPLC를 활용한 profiling 분석

- 산업화 적용을 위한 scale up

연구

- 표준화를 위한 효능 표준 물질

선정 사전 연구

한국형 미생물의

기능성 검정

및 제품화 기

술 개발

미생물의 효능

screening 분석
100

- 미생물 자체의 면역 기능성 검

정을 위한 in vitro test

- 미생물 발효물을 활용한 비만세

포를 활용한 항비만 in vitro test

- 세포독성 확인을 통한 안정성

test

한국형 미생물을

활용한 인삼/

산삼배양근 발

효 음료 개발

산삼배양근 발효

시제품생산
100

-산삼배양근 ginsenoside HPLC

분석

-산삼배양근 발효물 HPLC 분석

-기능성 성분의 제조 공정 검토
- 사포닌 함량 증대 인삼/

산삼배양근 배양기술 표준

화

100

- 사포닌 증대 조직배양 최적화

- 최적 Growth curve에 따른 생

산 표준화

한국형 미생물을

이용한 발효

식물추출물개

발

미생물 활용 인삼 발효 제품

시생산
100

-기능성 성분(원료)의 규격 기준

의 설정

-기능성 성분의 제조공정 검토 및

표준화를 통한 시제품 생산 1건

-기능성 성분의 함량 및 품질의

표준화

한국형 미생물을

활용한 기능성

화장품 원료

및 제품개발

미생물 Prebiotic 산물을

활용한 기능성 화장품 소재

검정

100

- 미생물 Prebiotic의 in vitro 독

성 검정

- 한국형 미생물 배양물 및

Lysate의 피부 효능 활성 검정

- 인삼 발효물의 효능검정

- tyrosinase의 억제 활성 검정을

통한 미백 기능성 검정

- 주름 관련 in vitro 활성 검정
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구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성
도
(%)

연구개발 수행내용

2차

년도

(2015 )

한국형 토종

미생물을 통한

유효성분의

생산 기술 개발

(1세부)

상업적 생산을 위한

균주의 대량배양 및

발효능력 검정

100

-1차년도 개발 균주를 활용한

최적 균주 발효 조건 탐색

- 협동 및 세부기관과 협력하여 개

발균주의 각 소재군별 개발 방향

확립 (균주별 식품, 화장품 소재

로 구분)
산업화 연구를 통한

균주의 활용 방안 확립
100

- 균주의 대량 배양방법 확립

(3협동 과제 연계 연구)

기능성 미생물 발효제품

개발 프로세스 확립
100

-미생물 발효 성분의 기능성 확인

을 위한 분리 분석

- LC/MS, NMR을 이용한 구조 분

석

-기능성 성분 선별을 통한 표준 효

능 물질 후보 물질 선정

효능 표준 후보 물질선발 및

기능성 검정
100

-미생물 자체 생산 물질에 대한

효능 표준 물질의 선발

-인삼 및 산삼배양근에 대한

발효물의 효능 표준 후보물질의

선발(1협동과제 연계연구)

-물질의 분리 및 분리 물질의 in

vitro 기능성 검정

한국형 미생물의

기능성 검정 및

제품화 기술 개발

(2세부)

미생물 발효 산물의

기능성 screening
100

- In silico docking을 활용한 효능

예측

- in vitro 세포 독성 검정

-HP20 column chromatography를
이용한 인삼 조사포닌 분획의 제
조
-silica gel 및 ODS column
chromatography를 이용한 발효
단일 물질의 분리
- 시장 수요 기능성 확정 및 기능

성 물질 개발

기능성분의 표준화를 위한

조건 탐색
100

- 기능성분의 함량별 활성 확인

- 사업화를 위한 기능성분의 함량

가이드라인 설정

- 기존 사포닌 대비 신규 사포닌의

효능 특이성 검정

한국형 미생물을

활용한 인삼/산삼

배양근 발효 음료

특수사포닌 전환 균주 및 발

효 최적화
100

유산균+국균에 의한 복합발효를

통한 발효 및 진세노사이드 전환

최적화
진세노사이드 전환 프로세스 100 유산균+국균에 의한 복합발효를
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개발

최적화
통한 발효 및 진세노사이드 전환

최적화

진세노사이드 전환율에 따른

발효 공정 표준화
100

Scale-up을 통한 발효공정 및

생산 표준화

--> Flask test

--> 5L Jar Fermentation

--> 30L Fermentation

--> 500L fermentation

기능성 관련 추출/분리/정제/

기기 분석 관련 프로세스 구

축

100

진세노사이드 및 지표물질에 대한

추출 조건 확립

기기분석 중 HPLC, LC-MS/MS

분석 표준화

한국형 미생물을

이용한 발효

홍삼제품개발

(2협동)

발효 홍삼 발효를 통한

기능성 제품의 개발 및 생산
100

-발효미생물 대량배양 및 발효

안정화 공정

-음료 개발 및 표준화 공정 설정

-소비자 니즈 및 동향 분석을 위한

캐리어 관련 소비자 기호도/선호도

조사

-관능 평가에 따른 레시피 및 제품

최적화

-자사 또는 전문 OEM을 통한

최종제품 규격 최적화

한국형 미생물을

이용한 발효

식물추출물개발

(3협동)

1세부 개발 신규 미생물의

대량 생산 및 pilot 스케일

제조

100

- 1세부에서 공급받은 균를 활용한

600L 및 1톤 발효조를 활용한 균주

의 대량 생산 방법 및 공정 구축

-기존배지및천연배지를활용한균주생장

분석

식물 발효 추출물 개발 및

시제품 제작
100

- 돌외, 황칠을 이용한 발효 소재의 개

발

- 발효 식물 추출 시제품 제작

한국형 미생물을

활용한 기능성

화장품 원료 및

제품개발(4협동

)

인삼

발효물을 이용한 피부 기능성

검정 및 원료화

100

- in vitro 세포 독성 검정

- in silico docking을 이용한 피부

활성 예측

- 인삼 발효물 피부 기능성 표준물

질 선정을 위한 미백 및 항주름 효

과의 in vitro test

- 임상 시험을 위한 물질의 기능

물질 확보 및 임상실험용 시제품

제작

구분
(연도)

세부과제명 세부연구목표
달성
도

연구개발 수행내용
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(%)

3차

년도

(2016 )

한국형 토종

미생물을 통한

유효성분의

생산 기술 개발

(1세부)

선발된 기능성 소재의

활성평가
100

-1차년도 개발 균주를 활용한

최적 균주 발효 조건 탐색

- 협동 및 세부기관과 협력하여 개

발균주의 각 소재군별 개발 방향

확립 (균주별 식품, 화장품 소재

로 구분)
산업화 연구를 통한

균주의 활용 방안 확립
100

- 균주의 대량 배양방법 확립

(3협동 과제 연계 연구)

사업화 공정 개선을 통한

사포닌 함량 증대
100

-미생물 발효 성분의 기능성 확인

을 위한 분리 분석

- LC/MS, NMR을 이용한 구조 분

석

-기능성 성분 선별을 통한 표준 효

능 물질 후보 물질 선정

기능성 미생물 발효제품

개발 프로세스 확립
100

-미생물 자체 생산 물질에 대한

효능 표준 물질의 선발

-인삼 및 산삼배양근에 대한

발효물의 효능 표준 후보물질의

선발(1협동과제 연계연구)

-물질의 분리 및 분리 물질의 in

vitro 기능성 검정

효능 표준 후보 물질선발 및

기능성 검정
100

-미생물 자체 생산 물질에 대한

효능 표준 물질의 선발

-인삼 및 산삼배양근에 대한

발효물의 효능 표준 후보물질의

선발(1협동과제

연계연구-2차년도 연계

지속연구)

-물질의 분리 및 분리 물질의

in vitro 기능성 검정

한국형 미생물의

기능성 검정 및

제품화 기술 개발

(2세부)

미생물 발효 산물의

기능성 screening
100

- 세부 과제 및 협동과제 개발

물의 in vitro 효능활성 검정

- 신규 사포닌의 in vitro 지속

적인 기능성 검정

: 항염 및 면역기능성 연구

: 간독성평가

- 기능성분의 분리 및 동정을

통한 제품 표준화 지표 수립
기능성분의 표준화를 위한 100 - 성분별 효능 검정 및 성분 농
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조건 탐색
도에 따른 효능 확인을 통한 제

품 가이드 함량 제시

한국형 미생물을

활용한 인삼/산삼

배양근 발효 음료

개발

기능성 관련 추출, 분리, 정

제

기기 분석, in vitro, in

vivo

프로세스 구축

100 항산화 기능성 검정

항산화/피로회복 기능성 시

장

동향 및 현황 조사

100
항산화/피로회복 시장
조사

소비자 니즈 및 동향 분석

을

위한 캐리어 관련 소비자

기호도/선호도 조사

100
- 소비자 동향 분석
자료를 바탕으로 한
최적 레시피 구축

관능 평가에 따른 레시피

및

제품 최적화 및 자사 또는

전문

OEM을 통한 최종

Prototype 및

시제품 생산 및 규격 최적

화

100
최종 prototype 제작

- 사업화 제품 1건

한국형 미생물을

이용한 발효

홍삼제품개발

(2협동)

발효 홍삼 발효를 통한

기능성 제품의 개발 및 생산
100

-개발 인삼음료 시제품 제조
및 소비자 기호성 평가

-품질 개선 발효홍삼음료 시제
품 제조 및 소비자 만족도
평가를 통한 인삼음료 최적
모델 설정

-발효 인홍음료 최적 모델의
산업적 음료라인 적용, 시생
산 및 품질관리규격 설정

-현장 시생산 및 본생산을 통한
생산 공정 최적화
-개발소재 원료를 이용한 다양
한 컨셉의 제품 type 개발
-Brand naming 및 마케팅 전
략수립
-초기 런칭을 위한 홍보 체계
구축
(on-off line 매체 활용)

- 사업화 제품 1건 출시

한국형 미생물을 사업화 process 개발 100 - 1,2차년도 연구과제 성과물을 바
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4-2. 관련분야 기여도

연구개발 내용 국내,외 기술개발현황 현 위치 기여도
한국형 미생물의 발굴 국내소재 미흡 中 100%

신규 유산균을 활용한 인삼 사포닌 전환 기술

개발
표준화 미흡 中 100%

개발 미생물과 국내 농산물과의 발효를 통한

고기능성 물질의 발굴
표준화 미흡 中 100%

인삼 발효물 피부 기능성 검정 비고시기능성연구 미흡 中 100%
신규 인삼 사포닌 생성 기술 신규 사포닌 소재 미흡 中 100%

최적 Growth curve에 따른 조직배양생산 표준화 PPT계열 증폭 미흡 中 100%
특수사포닌 전환 균주 및  발효 최적화 Scale-up 표준화 미흡 中 100%
진세노사이드 전환 프로세스  최적화 및 전환율에 
따른 발효 공정 표준화 Scale-up 표준화 미흡 中 100%
기능성 관련 추출/분리/정제/기기 분석 관련 프로
세스 구축

진세노사이드 분석표준
화 미흡 中 100%

이용한 발효

식물추출물개발

(3협동)

탕으로 산업화 공정 개발

- pilot test를 통한 산업화 스케일

에서의 문제점 및 개선 방향

분석

농산물 발효를 통한
고기능성 제품 생산

100

-원료 및 완제품 생산 공정 프
로세스 개발
-대량생산 표준 시스템 기술 개
발
-시제품 생산 및 제조표준 완성
-발효ginsenoside 함량을 활용
한
제품의 표준화
-발효원료을 이용한
3종의 제품 출시(사업화)

한국형 미생물을

활용한 기능성

화장품 원료 및

제품개발(4협동

)

전임상 및 임상 연구를 통한
주름 및 미백 활성 기능성

화장품 소재 개발

100

- in vitro 세포 독성 검정
- in vitro 미백 활성 소재의 임
상 연구
- 임상을 통한 기능성 검증
- 주름 및 미백 기능성 소재의
CTFA 등록
- 미백 효과(기능성) 화장품
원료 제품 출시
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5. 연구결과의 활용계획

코드번호 D-07

제1절 연차별 연구개발 성과

1) 성과지표 및 달성도 (정량 및 정성적 목표) 

(1) 연구성과 목표 

<특허>

성과목표

사업화지표 연구기반지표

지식
재산권 기

술
이
전

사업화
기
술
인
증

학술성과
교
육
지
도

인
력
양
성

정책
활용·홍보

기타
(타 연구
활용 등)출

원
등
록

제
품
화

기
술
창
업

매
출
창
출

고
용
창
출

투
자
유
치

논문 학
술
발
표

정
책
활
용

홍
보
전
시

SCI 비
SCI

최종목표 6 3 3 5 15 5 10 10 5

1차
년도

목표 1 0 0 0 2 1 0 0 0

실적 1 0 0 0 3 0 0 0 0

2차
년도

목표 2 1 0 0 6 2 0 0 0

실적 5 1 0 2 6 0 0 4 0

3차
년도

목표 3 2 5 7 2

실적 3 2 5 10 1

소
계

목표 6 3 3 5 15 5 10 0 10

실적 9 3 2 7 19 1 10 4 20

지식재산권[발명특허, 실용신안, 의장, 상표, 규격), 신품종, 프로그램개발 등으로 구분하고, 세부적으로 전부
(건별로)기록하며, 국외인 경우 반드시 국명을 기록합니다]

구 분
지식재산권등명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록

기 타
출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

특허
출원

신규한 식물 생장
촉진 미생물 및
이의 용도진세노

사이드

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.03.
20

10-2015-0
038984
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특허
출원

케톤화된 진세노
사이드의 제조방
법 및 이의 이용

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.04.
28

10-2015-0
060044

특허
출원

진세노사이드 화
합물 K 및 글리
콜 키토산의 결합
체 및 이의 항암
용도

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.03.
17 .10-2015-

0036992

특허
출원 /
등록

산삼 배양근 88
및 이의 판별을
위한 마커

대한민국

한방바
이오
주식회
사

2014.11.
28 10-2014-0

168913

한방바이
오 주식
회사

2015.08
.28

101550007
0000

특허출원

진세노사이드

유도체의

제조방법 및 이에

의해 제조된

진세노사이드

유도체를

유효성분으로

포함하는 미백 및

주름개선용

조성물

대한민국

경희대

산학협

력단

2014
10-2014-0

002872

특허출원

PPT 계열의

진세노사이드

함량을

증가시키는 인삼

조직배양방법

대한민국
샘표식
품주식
회사

15.09.14
10-2015-0
129784

특허출원/
등록

락토바실러스
배양용 배지
조성물, 이를
포함하는 인삼
열매 발효 추출물
및 피부상태
개선용 화장료
조성물

대한민국
지에프
씨

2014.11.
28

10-2014-0
168072

지에프씨
2016.12
.07

10-168611
2
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<논문>

논문(국내외 전문학술지) 게재

번호 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
발행
기관

SCI여부
(SCI/비SCI)

1

Enzymatic transformation

of ginseng leaf

saponin by recombinant

β-glucosidase (bgp1)

and its efficacy in an

adipocyte cell line

Biootechnoolog

yfand

Applied

Biochemistry

Md.
Amdad
ul Huq

63:532 국외 SCI

2

Ginsenoside F2 possesses

anti-obesity activity via

binding with PPARγ and

inhibiting adipocyte

differentiation in the

3T3-L1 cell line

J. Enzyme

Inhibition and

Medicinal

Chemistry

DOI:10

.1111/j

php.12

306

국외 SCI

3

Microbial ketonization of

ginsenosides F1 and C-K

by Lactobacillus brevis

Antonie Van

Leeuwenhoek 106:121

5
국외 SCI

4

Effect of Fermented Red

Ginseng Extract

Enriched-in-ginsenoside

Rg3 on the Differentiation

and Mineralization of

Pre-osteoblastic

MC3T3-E1 Cells.

Journal of

Medicinal

Food
18:542 국외 SCI

Arthrobacter ginsengisoli

sp. nov., isolated from soil

of a ginseng field

Archives

microbiology . (accept

ed)
국외 SCI

5

Stimulative Effect of
Ginsenosides Rg5:Rk1 on
Murine Osteoblastic
MC3T3-E1 Cells

PHYTOTHER
APY

RESEARCH
28:1447 국외 SCI

6

Lactobacillus vespulae sp.

nov., isolated from gut

of a queen wasp (Vespula

vulgaris)

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

Van-A
n
Hoan

65:3326 국외 SCI

7

Effect of White, Red and

Black Ginseng on

Physicochemical

Plant Foods
Hum Nutr

Yan
Jin

70:141 국외 SCI
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Properties and

Ginsenosides

8

Sphingomonas panacis sp.

nov., isolated from

rhizosphere

of rusty ginseng

Antonie van
Leeuwenhoek

Priyan
ka
Singh

108:711 국외 SCI

9

Cupriavidus yeoncheonense

sp. nov., isolated from soil

of ginseng

Antonie van
Leeuwenhoek

Priyan
ka
Singh

107:749 국외 SCI

10

Microbacterium

panaciterrae sp. nov.,

isolated from

the rhizosphere of ginseng

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

Ngoc-
Lan
Nguye
n

65:927 국외 SCI

11

Structural investigation of

ginsenoside Rf with

PPARg major

transcriptional factor of

adipogenesis and its

impact on adipocyte

JGR
Fayeza
Md
Siraj

141 국내 SCI

12

Burkholderia ginsengiterrae

sp. nov.

and Burkholderia

panaciterrae sp. nov.,

antagonistic bacteria

against root rot

pathogen Cylindrocarpon

destructans,

isolated from ginseng soil

Arch.

Mirobiology
197:439 국외 SCI

13

Paracoccus panacisoli sp.

nov., isolated from a

forest soil cultivated with

Vietnamese ginseng

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

65:1491 국외 SCI

14

Sphingomonas panaciterrae

sp. nov., a plant

growth‑promoting

bacterium isolated from

soil of a ginseng field

Arch

Microbiol
197:973 국외 SCI

15
Paralcaligenes ginsengisoli

sp. nov., isolated from

Antonie van

Leeuwenhoek
108:619 국외 SCI
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ginseng

cultivated soil

16

Enzymatic transformation

of major ginsensoide Rb1

to Compund K by

Weisella helinica. 2015.

Indain Journal of

Biotechnology

Indain

Journal of

Biotechnology

14:270 국외 SCI

17

Humibacter ginsengiterrae

sp. nov., and

Humibacter ginsengisoli

sp. nov., isolated

from soil of a ginseng

field

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

65:2734 국외 SCI

18

Microbacterium rhizomatis

sp. nov., a

b-glucosidase-producing

bacterium isolated

from rhizome of Korean

mountain ginseng

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

65:3196 국외 SCI

19

Inhibition of Osteoclast

Differentiation by

Ginsenoside Rg3 in

RAW264.7 Cells via

RANKL,

JNK and p38 MAPK

Pathways Through a

Modulation of Cathepsin

K: An In Silico and

In Vitro Study

PHYTOTHER

APY

RESEARCH

29:1286 국외 SCI

20

Lactobacillus vespulae sp.

nov., isolated from gut

of a queen wasp (Vespula

vulgaris

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

65:3326 국외 SCI

21

Labrys soli sp. nov.,

isolated from the

rhizosphere

of ginseng

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

65:3913 국외 SCI

22
Paenibacillus panaciterrae

sp. nov., isolated from

International

Journal of
65:4080 국외 SCI
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ginseng-cultivated soil

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

23

Biosynthesis of Anisotropic

Silver Nanoparticles by

Bhargavaea indica and

Their Synergistic Effect

with

Antibiotics against

Pathogenic Microorganisms

Hindawi

Publishing

Corporation

Journal of

Nanomaterials

24

Chryseobacterium panacis

sp. nov., isolated from

ginseng soil

Antonie van

Leeuwenhoek
109:187 국외 SCI

25

Duganella ginsengisoli sp.

nov., isolated from

ginseng soil

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

66:56 국외 SCI

26

Microbial deglycosylation

and ketonization of

ginsenoside

by Cladosporium

cladosporioide and their

anticancer activity

Antonie van

Leeuwenhoek
109:179 국외 SCI

27

Paenibacillus puernese sp.

nov., a

β‑glucosidase‑producing

bacterium isolated from

Pu’er tea

Arch

Microbiol
198:211 국외 SCI

28

Ginsenoside Rg5:Rk1

attenuates

TNF-α/IFN-γ-induced

production of thymus- and

activation-regulated

chemokine

(TARC/CCL17) and

LPS-induced NO

production via

downregulation of

NF-κB/p38 MAPK/STAT1

In Vitro

Cell.Dev.Biol.

—Animal

52:287 국외 SCI
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signaling in human

keratinocytes and

macrophages

29

Extracellular synthesis of

silver and gold

nanoparticles by

Sporosarcina koreensis

DC4 and their biological

applications

Enzyme and

Microbial

Technology

75 국외 SCI

30

Green synthesis of silver

nanoparticles by Bacillus

methylotrophicus, and their

antimicrobial activity

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

44:1127 국외 SCI

31

Green synthesis of

multifunctional silver and

gold

nanoparticles from the

oriental herbal adaptogen:

Siberian ginseng

International

Journal of

Nanomedicine

11:3131 국외 SCI

32

Biological Synthesis of

Nanoparticles from Plants

and

Microorganisms

Trends in

Biotechnology
37:588 국외 SCI

33

Suppression of

MAPKs/NF-κB Activation

Induces Intestinal

Anti-Inflammatory Action

of Ginsenoside Rf in

HT-29 and

RAW264.7 Cells

IMMUNOLOG

ICAL

INVESTIGAT

IONS

45(5):4

39
국외 SCI

34

Rapid green synthesis of

silver and gold

nanoparticles using

Dendropanax morbifera

leaf extract and their

anticancer activities

International

Journal of

Nanomedicine

11:3691 국외 SCI

35

Phenylobacterium panacis

sp. nov., isolated from

the rhizosphere of rusty

mountain ginseng

International

Journal of

Systematic

and

Evolutionary

Microbiology

66:2691 국외 SCI

36 Microbial synthesis of Artificial 44:1469 국외 SCI
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Flower-shaped gold

nanoparticles

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

37

Weissella oryzae

DC6-facilitated green

synthesis of silver

nanoparticles and their

antimicrobial potential

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

44:15 국외 SCI

38

Pseudomonas

deceptionensis

DC5-mediated synthesis of

extracellular

silver nanoparticles

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

44:1576 국외 SCI

39

Flavobacterium panacisoli

sp. nov., isolated from soil

of a ginseng field

Arch

Microbiol

198(7):

645
국외 SCI

40

Characterization and

antimicrobial application of

biosynthesized gold

and silver nanoparticles by

using Microbacterium

resistens

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

44:1714 국외 SCI

41

Enzymatic transformation

of ginseng leaf

saponin by recombinant

β-glucosidase (bgp1)

and its efficacy in an

adipocyte cell line

Biotechnology

and Applied

Biochemistry

63:532 국외 SCI

42

Anticancer activity of

silver nanoparticles from

Panax ginseng fresh

leaves in human cancer

cells

Biomedicine &

Pharmacothera

py

84:158 국외 SCI

43

The inhibitory mechanism

of compound K on A549

lung cancer cells through

EGF pathway: an in silico

and

in vitro approach

CURRENT

SCIENCE

111:107

1
국외 SCI

44

A strategic approach for

rapid synthesis of gold

and silver nanoparticles by

Panax

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

44:1949 국외 SCI
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기술이전

No. 기술이전 유형 기술실시계약명
기술실시

 대상기관

기술실시 

발생일자

기술료

(당해연도 

발생액) 

누적

징수현황

1 자체 실시
발효물

원료 기술 실시 약정
한방바이오 2015.10 -

2 자체 실시
특허 균주 및 화장품

발효물 기술 실시 약정
지에프씨 2016.10 -

3 자체 실시
유산균 발효 원천기술

관련 실시 약정
한방바이오 2016.12 -

ginseng leaves Biotechnology

45

Therapeutic potential of

compound K as an IKK

inhibitor with implications

for osteoarthritis

prevention:

an in silico and in vitro

study

In Vitro

Cell.Dev.Biol.

—Animal

52:898 국외 SCI

46

Intracellular synthesis of

gold nanoparticles with

antioxidant activity

by probiotic Lactobacillus

kimchicus DCY51T

isolated from Korean

kimchi

Enzyme and

Microbial

Technology

95:85 국외 SCI

47

Protopanaxadiol aglycone

ginsenoside-polyethylene

glycol conjugates:

synthesis,

physicochemical

characterizations, and in

vitro studies

Artificial

Cells,

Nanomedicine,

and

Biotechnology

44:1803 국외 SCI
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기술사업화

번호 제품(상품)명 제품(상품)설명
활용
업체명

사업화
여부

매출
발생여부

제품
매출액

고용창출
R&D
기여율

1 발효홍삼/황칠
농축액

개발 미생물을
활용한 홍삼
발효 및 추출
농축물 제조

한방바이오
㈜

시제품 - - - 50%

2
미생물 생균
분말

개발 미생물의
probiotics용
시제품

한방바이오
㈜

시제품 - - - 100%

3 바이오톡스 건강기능식품
한방바이오

㈜
시제품 25%

4
황칠&산삼배양
근 비누

비누제품
한방바이오

㈜
시제품 25%

5
장봉근
명품발효

마퀴베리 골드
발효제품

한방바이오
㈜

시제품 25%

6 인삼사포닌 화장품원료 지에프씨 사업화 30%

7
PhytoG Bio
goldginseng

화장품원료 지에프씨 사업화 30%

8
PhytoG
Supernova

화장품원료 지에프씨 사업화 30%

9
PhytoG

Goldginseng
화장품원료 지에프씨 사업화 50%

10 Biogoldginseng 마스크팩 지에프씨 시제품 25%

11 Supernova 마스크팩 지에프씨 시제품 25%

12 M4정제 식품 샘표 시제품 80%

13 M4캡슐 식품 샘표 시제품 80%

14 M4스틱포 식품 샘표 시제품 80%

15 M4엠플 식품 샘표 시제품 80%
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제2절 연구개발결과의 활용방안

○활용방안

- 개발된 신규 한국형 토종 미생물은 과학적인 기능성 검증 체계를 확립하여

실질적 기능성 효과에 기반한 기능별 적용을 할 계획 임

- 본 연구의 최종 목표는 기 연구 개발된 신종의 토종 한국형 미생물의 활용에 대한

기술적인 향상을 통해 실제 상품화로써 미생물 자원에 대한 원천기술의 확보를 통해

국제적인 경쟁력을 확보할 계획임

3절 정성적 성과

○기대성과(기술적 측면)

- 한국형 신규 토종 미생물의 분리 개발은 국외의 미생물 자원에 의존하던 기존의

기술적 한계에서 벗어나 원천기술을 확보함으로서 기술적 주권을 가질 수 있음

- 미생물의 기능성 증진 및 표준화를 이룰 수 있음

- 미생물 발효에 의한 유효성분 조절 기술은 기존의 특정 성분의 강화와는 차별되는 기

술로 타겟 효능에 대한 맞춤형 제품 개발의 원천기술로 활용될 수 있음

- 유효성분의 선택적 추출 및 기호도 개선 기술은 현장에서 적용 가능한 공정기술로 연

결시켜 실용화 및 산업화를 조기에 추진할 수 있음

- 균주 자체의 원천적 기술 및 특허의 확보로 향후 산업적으로 다양한 분야에 적용이 가

능하며 특히, 건강기능식품 및 의료, 화장품 등에서 신 제형 개발이 가능하며, 제조 공

정 시스템의 표준화로 생산성, 안전성, 기술성 향상을 이룰 수 있음

○기대성과(경제·산업적 측면)

- 개발된 신종의 한국형 미생물은 대량생산 방법에 개발에 따라 경제적으로 생산 보급

용이하며, 기능성 제품 생산업체는 안전한 고기능성 미생물 균주의 안정적 확보에

따른 제품 경쟁력을 강화할 수 있음

- 미생물의 기능성에 따라 각각 생산 될 소재는 식품, 기능성 식품, 일반식품, 화장품 등

의 다양한 분야의 제품에 적용하여 제품 다양화를 통한 국내·외 시장 형성이 가능함

- 선진국에서 고가의 비용을 지불하고 사용하던 미생물자원을 국산의 자원으로 변경

함으로써 외화 유출 및 생산비용의 절감을 통해 국가적인 경쟁력을 확보 할 수 있음

- 미생물 자원은 다양한 산업에 폭넓게 적용가능하여 식품 시장 뿐 아니라 화장품, 바이

오 의약산업, 환경산업등에 적용가능하여 고부가가치 제품 시장 확대가 가능

- 본 연구에서 개발하고자 하는 제품군은 중장년층을 겨냥한 건강기능성식품 및 20-30대

젊은 층을 겨냥한 화장품 소재, 스포츠 음료 까지 전 연련층에 거쳐 각종 제품의 개발

이 가능하며 특히, 노령화 사회에서 면역력이 저하된 노인층을 대상으로 한 면역증진

제품으로 기능성 제품의 소비자 스펙트럼을 확대하여 전체 산업의 동반성장을 주도할

수 있으며 각종 발효에 필요한 농산물의 수요증대로 농가 소득의 증대를 기대 할 수

있음
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6. 연구과정에서 수집한 해외과학기술정보

코드번호 D-08

1. Chemopreventive Effects of Heat-processed Panax quinquefolius Root on Human 

Breast Cancer Cells (Anticancer Research  2008, 28:2545-2551) 

; 본 연구 논문은 화기삼(북미삼)을 홍삼화하여 다양한 사포닌을 제조한 후 이의 항암활성에 

대하여 알아본 것이다. 최근 화기삼의 열처리를 통한 기존의 수삼 및 백삼에 존재하지 않았

던 사포닌의 생산을 통해 화기삼에도 다양한 사포닌이 존재 할 수 있다는 것이 알려지고 있

으며 이에 따라 화기삼에 비하여 사포닌의 종류가 다양하다는 장점을 지닌 고려인삼의 경쟁

력이 저하되고 있는 실정으로 고려인삼을 활용하여 단순 물리가공 처리로 생산 될 수 없는 

다양한 사포닌을 생산함으로서 비교 우위에 있을 수 있는 다양한 원천기술 확보가 반드시 

이루어져야 할 것으로 사료된다.

2. Inhibiting effects of total saponins of panax ginseng on immune maturation of 

dendritic cells induced by oxidized-low density lipoprotein (Cellular Immunology

, 2010, 263:99)

: 이 논문에서는 본연구진과 마찬가지로 인삼사포닌에 의한 수지상세포의 성숙화 억제를 언

급하고 있다. 하지만, 본 연구진이 단핵세포에서 수지상세포로의 분화 과정에서 인삼사포닌

의 간섭에 포커스를 맞춘 반면 논문의 저자들은 이미 분화된 미성숙 수지상세포에서의 성숙

화 여분에 포커스를 맞추고 있다. 또한 본 논문에서는 다른 신호전달 기전보다 PPAR-γ에 

의한 low-density lipoprotein에 의한 수지상세포의 성숙화억제를 강조한 것이 본 연구진의 

결과와의 차이점이다. 하지만, 인삼사포닌에 의한 수지상세포의 기능 억제라는 측면에서는 

본 연구진의 연구결과를 뒷받침 해줄 수 있을 거라 생각 된다.

3. Effects of Panax ginseng on Tumor Necrosis Factor-α-Mediated Inflammation: A 

Mini-Review (Molecules, 2011, 16:2802)

: 본 연구 논문은 인삼사포닌의 단일 분자들에 초점을 맞추어 각각의 단일 분자들이 체내 

면역반응 및 염증반응에 미치는 영향에 대해서 보고하고 있다. 본 논문의 내용에 따르면 대

부분의 인삼사포닌 단일분자들은 항염증반응에 대한 기능을 가지고 있지만, 이러한 반응을 

유도하는 신호전달 기전은 각각의 단일분자에 따라 조금씩 다른 메커니즘을 가지고 있다고 

설명하고 있다. 본 연구진이 연구과제를 수행함에 있어 사용한 인삼사포닌은 단일 물질 Re, 

Rh, compound K, 그리고 total saponin이었다. 따라서 각각의 물질들이 가지는 기전에 조

금씩 차이가 나는 것에 대한 증빙자료로서 본 논문은 가능성을 시사해준다.

4.  Dendritic Cells Promoted by Ginseng Saponins Drive a Potent Th1 Polarization 

(Biomark Insights. 2008, 3).

: 본 연구논문은 인삼의 특정 성분들이 단핵세포로부터 수지상세포로의 분화를 촉진하고 또

한 특정 사이토카인 (IL-12)의 분비를 증가 시켜 결론적으로 Th1 세포의 분화를 유도한다

는 내용을 보고하고 있다. 이는 본 연구진이 발표한 내용과는 상반되는 결과이다. 하지만 본 
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7. 연구개발결과의 보안등급

코드번호 D-09

○ 해당 사항 없음

8. 국가과학기술종합정보시스템에 등록한 연구시설·장비 현황

코드번호 D-10

구입 기관
연구시설/

연구장비명

규격

(모델명)
수량 구입 연월일

구입 가격

(천원)

구입처

(전화번호)

비고

(설치 

장소)

NTIS장비

등록번호

9. 연구개발과제 수행에 따른 연구실 등의 안전조치 이행실적

코드번호 D-11

○ 실험 윤리 및 실험 방법 준수하도록 책임 및 지도

○ 실험실 안전수칙 준수

○ 실험실 안전 관리를 위한 분기별 안전점검 실시

○ 화학물질 및 가스 사용에 따른 분기별 소방점검 실시

○ 매년 유해인자 확인에 따른 건강검진 실시

연구논문에서 다루고 있는 인삼사포닌의 단일 성분은 인삼사포닌으로부터 직접 추출한 성분

이 아닌 이것을 in vitro metabolic 과정을 통해 성분 변환을 시킨 물질로 본 연구진이 사용

한 인삼사포닌과는 상이한 성질을 보일 것으로 판단된다. 또한 본 연구논문 뿐만 아닌 타 논

문에서도 이렇듯 성분을 변환 시킨 인삼사포닌 단일물질의 연구결과는 서로 조금씩 다른 기

능과 함께 다른 가능성을 제시한다. 이는 작용기전을 보다 심도있게 연구함으로서 인삼사포

닌의 응용 및 이용 확대에 도움을 줄 있을 것으로 판단된다.
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10. 연구개발과제의 대표적 연구실적

코드번호 D-12

지식재산권[발명특허, 실용신안, 의장, 상표, 규격), 신품종, 프로그램개발 등으로 구분하고, 세부적으로
전부(건별로)기록하며, 국외인 경우 반드시 국명을 기록합니다]

구 분
지식재산권등명칭
(건별 각각 기재)

국 명
출원 등 록 기

타출원인 출원일 출원번호 등록인 등록일 등록번호

특허
출원

신규한 식물 생장
촉진 미생물 및
이의 용도진세노

사이드

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.03.
20

10-2015-0
038984

특허
출원

케톤화된 진세노
사이드의 제조방
법 및 이의 이용

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.04.
28

10-2015-0
060044

특허
출원

진세노사이드 화
합물 K 및 글리
콜 키토산의 결합
체 및 이의 항암
용도

대한민국

경희대
학교
산학협
력단

2015.03.
17 .10-2015-

0036992

특허출원

진세노사이드

유도체의

제조방법 및 이에

의해 제조된

진세노사이드

유도체를

유효성분으로

포함하는 미백 및

주름개선용

조성물

대한민국

경희대

산학협

력단

2014
10-2014-0

002872

특허출원

PPT 계열의

진세노사이드

함량을

증가시키는 인삼

조직배양방법

대한민국
샘표식
품주식
회사

15.09.14
10-2015-0
129784

번호 논문명 학술지명
주저
자명

호 국명
발행
기관

SCI여부
(SCI/비SCI)

1
Enzymatic transformation

of ginseng leaf

Biootechnoolog

yfand
Md.
Amdad

63:532 국외 SCI
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11. 기타사항
코드번호 D-13

○

12. 참고문헌

코드번호 D-14

1. Jung HK, Lim SK, Park MJ, Bae CS, Yoon KC, Han HJ, and Park SH. The 

protective effect of ginseng saponin against high glucose-induced secretion of 

insulin-like growth factor (IGF)-I in primary cultured rabbit proximal tubule cells. 

J Ginseng Res. 2009; 33: 26-32.

saponin by recombinant

β-glucosidase (bgp1)

and its efficacy in an
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